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PROLOGO

En los últimos años, ha tenido lugar un fuerte desarrollo de la 
Microscopía Electrónica en España a través de la adquisición de numerosos 
equipos y la creación de Sen/icios Centrales en las Universidades y Centros de 
Investigación; que han hecho posible una mayor presencia de nuestro país en 
las distintas actividades de la comunidad científica internacional. Dicha 
presencia debe ir avalada por la difusión de los conocimientos. En este 
sentido, éste volumen -que recoge los distintos trabajos que se presentaron en 
la XVI Reunión Bienal de la Sociedad Española de Microscopía Electrónica-, 
pretende mostrar un conjunto de publicaciones que revelan su estado actual 
en España. Como es lógico pueden faltar aportaciones de investigadores que, 
por una u otra razón, no acudieron a la Bienal; sin embargo creemos que el 
fin de ver recogido de modo amplio los trabajos que caracterizaron el 
encuentro mayoritario de científicos españoles contribuirá a un mayor 
conocimiento de nuestra labor.
El volumen se divide en dos grandes campos que a modo de áreas 
temáticas comprenden el mundo orgánico e inorgánico. Por otro lado, como 
cualquier publicación, éste volumen va precedido por un cúmulo de problemas 
que es necesario ir venciendo paulatinamente, empezando por las limitaciones 
económicas y por la propia existencia de factores -a veces no tangibles-, que 
obstaculizan la labor. Vencidos dichos problemas ve hoy la luz éste volumen 
en un momento próximo a la celebración del EUREM 92. Este hecho no solo 
es casual sino que servirá de presentación de la labor de la Microscopía 
Electrónica española.
Queremos dar las gracias a todos los que contribuyeron con su 
presencia al desarrollo de la Bienal, al Comité Científico Nacional, al Comité 
Organizador y a todos aquellos que con su labor anónima ayudaron a llevar a 
buen puerto ésta publicación y especialmente al Servicio de Publicaciones de 
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Titule: Ultraestructura de las células epiteliales de los ciegos pilóricos e intestino an­terior de Salto gairdneri, Rich.
Ai/ror(es^' M.A. Abaurrea Equisoain; M.V. Ostos Garrido; M.I. Núñez torres, 
pepo ría meato'. Biología Celular.
CerUfO; facultad de Ciencias. Universidad de Granada.
La finalidad del presente trabajo es detertinar las características ultraes- 
tructurales de las células epiteliales que lititan el segtento intestinal - 
anterior, provisto de ciegos pilóricos, analizando la distribución intracelular y extra­
celular de las partículas lipídicas en trucha sometidas a una dieta constituida básica­
mente por proteinas, hidratos de carbono y grasas procedentes de harina de pescado azul, 
para contribuir a clarificar el papel jugado por este segtento postgástrico en las fun­
ciones digestivas absorbentes.
En estudios realizados sobre el tracto digestivo de teleósteos la porción anterior 
o proxital aparece especializada en la absorción de grasa de la dieta (Noai11ac-Depeyre 
y Gas, 1974). Los ciegos pilóricos, con estructura histológica análoga a la del intesti­
no anterior, comoortan un auaento de la suoerficie intestinal.
Material y Métodos:
Para la realización del presente trabajo utilízanos ejemplares jóvenes de trucha 
arco iris, que se mantuvieron en cubas de vidrio alimentadas con una dieta que contiene 
un 45 X de proteinas, un 20 % de hidratos de carbono y un 12 % de grasa. Previa aneste­
sia con MS 222 Sandoz y tras decapitación se extraen las porciones intestinales objeto 
de estudio que son fragmentadas en porciones de un milímetro, fijadas en glutaraldehido 
al 4 % en tampón cacodilato y postfijadas con 0 0 al 1,5 % en el mismo tampón. Tras
deshidratación en acetonas de concentración creciente se incluyeron en Epon 812. Los 
cortes ultrafinos se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo.
La lámina epitelial en la porción anterior del intestino aparece 
Resultados y Discusión: constituida mayoritariamente por dos tipos celulares: células 
absorbentes o enterocitos y células caliciformes o mucosecretoras. Los enterocitos 
muestran rasgos ultraestructurales que los relacionan con procesos de absorción. En su 
extremo apical presentan abundantes microvellosidades entre las que se observan gotitas 
lipídicas alineadas. En el citoplasma subyacente el retículo forma una extensa red cons­
tituida por túbulos y vesículas que albergan pequeñas partículas lipídicas semejantes a 
las descritas como VLDL (Stroband y Oebets, 1978). En peces con una dieta natural la 
hidrólisis intraluminal de los triglicéridos es completa por acción de la lipasa pan­
creática (Noai1lac-Depeyre y Gas, 1974). Los productos resultantes combinados con la 
bilis, forman diminutas núcelas y de este modo los ácidos grasos y monoglicéridos difun­
den a través de la membrana plasmática apical siendo resintetizados en triglicéridos a 
nivel de la red apical del retículo. Las partículas lipídicas se visualizan además en el 
aparato de Golgi. El retículo endoplasraático rugoso tiene una orientación longitudinal
1
preferente. El citoplasma en sus regiones paranuclear e infranuclear presenta estructu­
ras lamelares con luz estrecha y de extremo ciego, que parecen jugar un papel importante 
en el transporte de las partículas lipídicas desde posiciones intracelulares hacia los 
espacios intercelulares laterales y básales. Efectivamente exhiben una serie de dilata­
ciones que aparecen llenas de material denso a los electrones finamente particulado, 
siendo frecuentes las comunicaciones entre la luz de las estructuras lamelares y las 
dilataciones de los espacios intercelulares. En la porción basal, y asociadas con las 
-invaginaciones que constituyen las estructuras lamelares,se observan abundantes mitocon- 
drias por lo que algunos autores las relacionan con transporte de agua y nutrientes 
(Yamamoto, 1966). Las partículas lipídicas encontradas y descritas representan la forma 
de transporte de la grasa alimentaria y juegan el mismo papel que los quilomicrones de 
mamífero (Bergot y Fléchon, 1970). Figs. 1 y 2.
Las células mucosecretoras, que muestran mucosustancias neutras y acidas, aparecen dis­
persas en la lámina epitelial entre los enterocitos. Los granulos mucosos ocupan la ma­
yor parte del citoplasma, que en la porción basal aparece ocupado por un importante sis­
tema sacular de retículo endoplasmático rugoso. El apmrato de Golgi muestra granulos 
más o menos voluminosos según el grado de maduración de la célula. Fig. 3. .
-Bergot, P. y Fléchon, J.F., 1970. "Forme et voie d'absorption intestinale des 
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Ultraestructura de la epidermis de Phoronis hippocrepia (Phoronida) 
Aguirre A., Benito J., Emig C. C., Fernández I., Pardos F. y Roldán C.
Apartamento de Biología Animal I, Facultad de Biología, Universidad Complutense, 28040 Madrid
itroducción:
Phoronis hippocrepia vive en un tubo segregado por la epidermis, que perfora rocas y conchas vacias o se 
crusta en substratos duros. Esta epidermis es variable en altura, siendo más alta en el tronco y mas baja en la 
npolla y en los tentáculos, y consiste en una simple capa celular con un ribete en cepillo de microvellosidades 
le descansa sobre una membrana basal. Entre las bases de las células epidérmicas se observa un patente plexo 
rvioso cuyas fibras contienen vesículas claras y densas a los electrones.
En este trabajo, los seis tipos celulares, que constituyen la epidermis de P. hippocrepia, ha sido estudiados del 
nto de vista ultraestructural, así como su distribución al largo de la pared del tronco comparándola con estudios 
evios en otros Foronideos (Selys-Longchamps, 1907; Pourreau, 1979; Emig, 1982; Fernández et ai., en 
ensa).
\a te rid  y Métodos:
Se han utilizado individuos adultos de Phoronis hippocrepia recogidos en la costa próxima a Marsella a una 
nfundidad de 10 m. Se fijaron en glutaraldehido al 4% en agua de mar filtrada y postfijados en OsC>4 al 1% en 
ua de mar filtrada. Posteriormente fueron deshidratados e incluidos en Araldita por el método habitual. Las 
xiones fueron realizadas con un ultramicrotomo LKB III , posteriormente teñidas con citrato de plomo y 
•servadas y fotografiadas en un Philips EM201.
esultados y Discusión:
La epidermis de P. hippocrepia es un epitelio monoestratificado compuesto por células de soporte entre las 
ales se intercalan células "adhesivas" y cuatro tipos diferentes de células glandulares (Fig. 1). Las células de 
•porte, monociliadas, están provistas de microvellosidades cubiertas por un glicocalix de aspecto fibrilar. En 
citoplasma, especialmente en la parte apical, existen gránulos de contenido homogéneo y electrondenso (Fig. 
; previo a la exocitosis, su contenido se hace fibrilar y menos electrondenso (Fig. 2); el material liberado forma 
capa del glicocalix que protege la epidermis contra la abrasión mecánica de acuerdo con Pardos et ai. (1991) y 
rmández et ai. (en prensa). Estrechamente relacionado con los gránulos existe un aparato de Golgi bien 
‘sarrollado, así como cisternas de RER y ribosomas libres. Paquetes de tonofilamentos recorren 
ngitudinalmente la célula y actúan como citoesqueleto para mantener su forma y propiedades estructurales. I>as 
lulas "adhesivas* son monociliadas y están provistas de numerosos gránulos ovalados de pequeño tamaño 
.3-0.1 pm). Presentan procesos digitiformes característicos, que se extienden dentro de la capa de 
icrovellosidades (Fig. 3). Esta células son algo más abundantes en la región posterior del tronco. Presentan 
racterísticas ultraestructurales semejantes a las descritas en Turbelarios y algunos Arquianelidos (Tyler, 1976;
3
Martin, 1978) y de acuerdo con estos autores sugerimos una función de anclaje para este tipo celular, que ya fue 
mencionada en Phoronis psammophila por Fernández el al. (en prensa).
De las células glandulares (Fig. 1), que presentan un poro rodeado de mi ero vellosidades muy cortas y 
núcleo basal, se diferencian 4 tipos, uno con secreción de mucopolisacáridos ácidos y tres con secreción 
muco-proteínica: a) células mucosas: con granulos de tamaño medio (0.8 pm) de forma esférica o poligonal, 
que proceden del aparato de Golgi bien desarrollado. El contenido de estos granulos es homogéneo y su densidad 
electrónica clara o moderada. Estas células son abundantes en la región media y posterior del tronco, b) células 
NAM 1: los granulos de secreción son de tamaño grande (2 pm) y suelen tener forma poligonal como 
consecuencia de la presión existente entre ellos. Por lo general presentan una o más condensaciones 
electrondensas en una matriz de moderada densidad electrónica y subestructura fibrilar. El aparato de Golgi está 
poco desarrollado. Las NAM 1 están presentes en la región anterior del tronco, c) células NAM 2: con 
característicos granulos ovalados (1.5-2 pm) y contenido homogéneo de moderada densidad electrónica. Los 
granulos inmaduros muestran, sin embargo, un contenido filamentoso y claro a los electrones. El RER está 
ampliamente desarrollado. Se localizan en la región posterior del tronco donde son muy abundantes y en U 
ampolla, d) células NAM 3: caracterizadas por contener granulos de secreción muy osmiófilos, de tamaño y 
forma variables que llegan a ocupar toda la célula. Con frecuencia los granulos se fusionan y pueden llegar a 
formar una masa única que se libera por un mecanismo apocrino. Son más abundantes en la región media y 
posterior del tronco así como en la ampolla. La secreción de estos cuatro tipos de células glandulares intervienen 
en la formación y mantenimiento del tubo (Pourreáu, 1979; Emig, 1982; Fernández el al., en prensa) y 
probablemente en la perforación del substrato duro.
&túg'°C.rc! 1982. The biology of Phoronida. Adv. mar. Biol. 19: 1-89. Fernández I., Aguirre A., Pardos F., 
Roldán C., Benito J. and Emig C. C. (en prensa). The epidermis of Phoronis psammophila Cori (Phoronida. 
Lophophorata): an ultrastructural and histochemical study. Can. J. Zool. Martin, G. G. 1978. The duo-gland 
adhesive system of the Archiannelids Protodrilus and Saccocinus and the Turbellarian M onocelis. 
Zoomorphologv 91: 63-75. Pardos, F., Roldán, C., Benito, J., and Emig, C. C. 1991. Fine structure of the 
tentacles of Phoronis australis Haswell (Phoronida, Lophophorata). Acta Zool. 72 (2>. en prensa. Pourreáu, C. 
1979. Morphology, distribution and role of the epidemial gland cells in Phoronis psammophila Cori. Téthys 9: 
133-136. Selys-Longchamps, M. de 1907. Phoronis. Fauna Flora Golf Neapel, 1-280. Tyler, S. 1976. 
Comparative ultrastructure of adhesive systems in the Turbellaria. Zoomorphologv 83: 1-76.
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APLICACION DE TECNICAS CITOQUIMICAS E INMUNOCITOQUIMICAS PARA EL 
CONOCIMIENTO DE LA NATURALEZA DE LOS NUCLEOLOIDES EN Olea  e u r o p a e a
J.D. Alché, M.C. Fernández y M.l. Rodríguez-García
C ito lo g ía  V e g e ta l .  E s ta c ió n  E x p e r im e n ta l  de l Zaidín (CSIC). P ro f .  Albareda,
1. 18008 GRANADA
Introducción:
Se conoce  como "n u c le o lo id e s "  a cue rpos  c i top lás rm cos  de c a r a c t e r í s t i c a s  
m o r fo ló lo g ic a s  análogas a las de l nuc léo lo ,  d e s c r i to s  por pr imera vez b a jo  e s te  
nom bre  p o r  Dickinson y H e s lo p -H a rr iso n  (1970). Sin em bargo, p re v ia m e n te  ya se 
habían hecho o t r a s  re fe re n c ia s  a e s te  t ip o  de cuerpos cuya presencia parece ser 
f r e c u e n t e  d u ra n te  la m ic ro sp o ro g é n e s is  en p la n ta s .  En m ic rospo roc i tos  de Olea  
e u r o p a e a  t a m b ié n  se han e n c o n t r a d o  d u r a n t e  la 2 ^  d iv is ió n  m e ió t i c a ,  
(R o d r íg u e z -G a rc ía  y Fernández, 1987).
En e s t e  e s tu d io  se exponen los re s u l ta d o s  de la aplicación de d iversas técn icas 
c itoquím icas e inmunocitoquímicas con o b je to  de conocer los com ponentes e sp e c í f ico s  
de e s to s  cuerpos sem e jan tes  al nucléolo.
M ateria l y Métodos:
A n te ras  jó v e n e s  de olivo Olea  e u r o p a e a  fu e ro n  f i ja d a s  en g lu ta ra ld e h íd o  al 3/. y 
p o s te r io rm e n te  inclu idas p a r te  en Epon y p a r te  en Lowicry l K4M.
Se u t i l iz a ro n  s ig u ie n te s  c i to q u ím ic a s  a nivel de microscopía ó p t ic a  y e lec tró n ica :
-  Tinción de azure B, e sp e c í f ica  para m ate r ia les  ácidos.
-  M é todo  de n a ra n ja  de acr id ina  al m ic roscop io  de f lu o re s c e n c ia  para  ácidos
n u c l e i c o s .
-  Método de EDTA de Bernhard (1969), t inc ión  p re fe re n c ia l  de r ibonuc leopro te inas.
-  Tinción a rgén t ica  del ÑOR (Moreno e t  al., 1985)
-  T inción de o x i m t r a t o  de Bismuto (LocKe & Huie 1977) para p ro te ínas  a l ta m e n te
f  o s f  o r i la d a s .
Inm unoc itoqu im ica  para  d e t e c t a r  DNA, u t i lz a n d o  un doble inmunom arcado mediante 
a n t ic u e rp o s  monoclona les anti-DNA.
Resultados y Discusión:
La na tu ra leza  r ibonuc leop ro te ica  de los nucleoloides ha quedado dem os trada  dada su
p o s i t iv id a d  t a n t o  a la t in c ió n  azure  B, la cual t iñ e  e s p e c í f ic a m e n te  m a te r ia le s  
ác idos, como con su f lu o re s c e n c ia  con n a ra n ja  de acr id ina , m é to d o  para  ácidos 
nuc le icos . En ambos casos nuc léo lo  y nucleoloides m ues tran  similar com po r tam ien to
con las re a cc io n e s  mencionadas. Igual o c u r r e  con la técn ica  de EDTA (Bernhard, 
1969), t in c ió n  p r e f e r e n c ia l  de r i b o n u c le o p r o te in a s  a n iv e l  u l t r a e s t r u c t u r a l .  
Nucléo los, nuc leo lo ides  y re q ió n  in te rc ro m a t in ic a  aparecen in tensam en te  teñ idas en 
re lac ión  con la deco lorac ión  que p re se n ta  la c rom atina  condensada (Fiq. 1)
La presencia de o t r o s  compuestos de na tu ra leza  d i fe r e n te  a RNA ha sido te s ta d a  
usando té c n ic a s  c i to q u ím ic a s  e inm unoc itoqu ím icas . La p resenc ia  de p ro te ín a s  
a r g i r ó f i l a s  f u e r o n  d e te c ta d a s  m ediante t inc ión  de p la ta  (Moreno e t  al., 1985). Se 
e n c o n t r ó  p re c ip i ta d o  en el co m p o n e n te  f i b r i l a r  de l nuc léo lo ,  el cua l en e s to s  
e s ta d io s  e s tá  c o n s t i t u id o  exc lus ivam ente  por el com ponente f ib r i la r ,  así como en 
los "n u c le o lo id e s " ,  los cuales a p a re n te m e n te  también es tá n  c o n s t i tu id o s  por e s te  
c o m p o n e n te  f i b r i l a r  (Fig. 2). Prote ínas a l ta m e n te  fo s fo r i la d a s  fu e ro n  localizadas a 
n ive l u l t r a e s t r u c t u r a l  m ed ian te  la técn ica  de o x im t r a to  de b ismuto (Locke y Huie
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1977). D epósitos  de b ism uto  p re se n ta n  un grano e x tre m a d a m e n te  f in o  y se e n co n tra ro n  
en e l n u c lé o lo , la re g ió n  in te rc ro m a tím c a  y en los nucleoloides (Fig. 3).
Las p ro te ín a s  a r g i r o f  ílic a s  y a lta m e n te  fo s fo r i la d a s  han sido d e s c r ita s  en el 
nucléolo de muchas especies y se les ha p ro p u e s to  un papel en la tra n s c rip c ió n  y /o  
p rocesam ien to  de RNA ribosom al.
El DNA no fu e  d e te c ta d o  en los nucleolo ides m ediante inm unocitoquím ica, u tilizando 
un su e ro  m onoclonal anti-DNA. El inmunomarcado se depos ita  en áreas de una a lta  
c o n c e n tra c ió n  de DNA, así como en de te rm inadas reg iones de c ie r ta s  organelas. El 
uso de to d a s  e s ta s  té c n ic a s  m u e s tra n  una com posic ión  s im ila r de l nuc léo lo  y 
n u c le o lo id e s  con re s p e c to  a sus co m p o n e n te s  más s ig n if ic a t iv o s : DNA, RNA y 
p ro te ín a s .  E s ta  m a rc a d a  s im il itu d  t a n t o  en c o m p o s ic ió n  q u ím ica  com o 
u l t r a e s t r u c tu r a l  ind ican la pos ib ilidad  de una s ig n if ic a c ió n  f is io ló g ic a  análoga 
p a ra  ambas e s tru c tu ra s  en re lac ión  con la re s ta u ra c ió n  de la población ribosórmca 
de acuerdo  con la h ipó tes is  de Dickinson y H eslop-H arrison, (1970)
E s te  t r a b a jo  ha s ido  s u b v e n c io n a d o  g ra c ia s  a l P ro y e c to  de la DGICYT 
PB87-0332-C02-02
Bibliografía:
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Libro de Comunicaciones de la V Reunión de la Sociedad Española 
de Microscopía Electrónica. Cullera (Valencia) celebrada del 2 
al 4 de Noviembre de 1972.
ALONSO, J.; PADRON, J.J.; CASTILLA, M.A.; CALAP, J.
Medicina (Dermatología)
Facultad de Medicina. Universidad de Cádiz.
níroduccion:
En 1972, se celebró en Valencia una Reunión de la SEME, editándose 
en el año siguiente un Libro con las Comunicaciones que se presenta­
ron en dicha reunión. Dicho libro consta de 247 páginas con un índice 
de 62 autores, 144 figuras (39 láminas).
Los trabajos se dividieron en dos grupos:
Los del Campo Inorgánico(11) y los del Campo Orgánico (35).
De los 62 autores firmantes de dichos trabajos, 16 correspondieron 
al Campo Inorgánico y 46 al Campo Orgánico.
Participaron 3 Instituciones del Campo Inorgánico de Valencia, Madrid 
y Barcelona; y 18 Instituciones del Camp.o Orgánico de Barcelona, Ma­
drid, Valencia, La Laguna, Franckfurt, Oeiras (Portugal), Castellón 
de la Plana Salamanca y Pamplona.
Resultados y Discusión:
A continuación comentamos algunas de las publicaciones del Campo al 
que pertenecen 3 de los autores de este trabajo.
U1traestructura del Molluscum contagiosum:
Continua siendo un virus enigmático, persistiendo la paradoja de que 
la inoculación experimental de dicho virus a membrana corioalantoidea 
de embrión de pollo es negativa e incluso añadiendo previamente a 
la misma inmunosupresores. Sin embargo la inoculación a cultivos de 
células embrionarias de riñón de hámster es positiva, sufriendo di­
chos cultivos efectos citolíticos al inyectar el virus.
En el trabajo de Mascaró y cois, se señaló por primera vez a nivel 
mundial en el Congreso de Cullera (Valencia) la presencia de unas 
formaciones tubuloides onduladas agrupadas en haces de longitud va­
riable de un diámetro total de unos 120 amstrongs, rodeadas de un 
material granular denso en el hígado de un paciente de protoporfiria
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eritropoyética. El 4 de Diciembre de 1990 en un Symposium sobre por- 
firias celebrado en Atlanta (USA) se citó el trabajo del libro que 
estamos comentando.
Por otra parte, en dicho libro Nasemann (Alemania) hizo un interesan­
te estudio de la relación entre los virus y la carcinogénesis con 
particular atención al melanoma.
En dicho trabajo se preguntaba ¿Son los virus responsables de la apa­
rición del melsnoma? contestaba Nasemann diciendo "No existen pruebas 
que permitan afirmar la etiología vírica del melanoma maligno"... 
"Se conocen más de 120 especies de virus patogénicos para el hombre, 
o que son parásitos tisulares. Una dificultad es que los virus no 
pueden ser demostrados durante la fase de eclipse, lo que puede ocu­
rrir en los virus de las células tumorales. A pesar de todas estas 
dificultades la investigación de los virus como posible causa de los 
tumores debe continuarse en tanto no tengamos respuestas contundentes 
a todos los interrogantes actuales sobre carcinogénesis".
Dichas afirmaciones, que se hicieron hace 18 años en Cullera (Valen­
cia), siguen siendo vigentes ahora en 1990.
Bibliografía
1. LIBRO DE COMUNICACIONES PRESENTADAS A LA V REUNION DE LA SOCIEDAD 
ESPAÑOLA DE MICROSCOPIA ELECTRONICA. Cullera (Valencia) 2 al 4 de 
Noviembre de 1972. Edit. UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA. Valen­
cia 1973. 247 pág.
2. MASCARO, J.M.; PIÑOL-AGUADE, J.; GALY-MASCARO, C. ; BRUGUERA, M. 
y ESQUERDA, J.E. Microscopía electrónica del hígado en la protoporfi- 
ria eritropoyética. En: (1) pág. 172-173.
3. NASEMANN, Th. Relación entre virus y carcinogénesis con particular 
atención al melanoma. En: (1), pág. 183-185.
4. CALAP.J.; TORRES,V.; FERRES, R.y E. MARQUES. Molluscum contagiosum 
ultraestructura. Investigación experimental. En: (1) pág.64-66.
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CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES DEL DESARROLLO DE LOS GANGLIOS 
ESPINALES EN EL SAPO CORREDOR ( Bu fo  c a l a m i t a )
M. P. ALVAREZ, M. T. SOLAS, B. FERNANDEZ.
BIOLOGIA CELULAR
Fac. B i o l o g í a .  U n iv .  C om p lu tense . 28040 M a d r id .  Con la  c o la b o r a c ió n  
d e l  S e r v i c i o  de M ic ro s c o p ía  E l e c t r ó n i c a  de la  U.C.M.
Introducción: L ° s e s t u d io s  a m ic ro s c o p ía  e l e c t r ó n i c a  so b re  e l  d e s a r r o l l o  ae 
lo s  g a n g l io s  ra q u íd e o s  han e s ta d o  c e n t ra d o s  en d i f e r e n t e s  aves y  m am ífe ros  
(PANNESE 1969, TENNYSON 1 9 7 0 ) .  Los d a to s  u l t r a e s t r u c t u r a l e s  de g a n g l io s  e s ­
p in a le s  en v e r te b r a d o s  i n f e r i o r e s  son en su mayor p a r te  r e l a t i v o s  a l a d u l t o  
(V e r  r e v i s i ó n  PANNESE 1981, MATSUMOTO y  ROSENBLUTH 1986, 1 98 8 ) .
P resentam os a c o n t in u a c ió n  lo s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  a l  e s t u d i a r  
lo s  g a n g l io s  r a q u íd e o s  en e l  sapo c o r r e d o r ,  sepa rando  t r e s  e s t a d io s :  r e n a ­
c u a jo ,  sapo jo v e n  y  sapo a d u l t o .  Los r e s u l t a d o s  de la s  p ruebas  in m u n o c i t o -  
q u ím ic a s  fu e r o n  ya comunicados (ALVAREZ y  c o l .  en p re n s a ) .
Materia l y Métodos: Empleamos 8 e je m p la re s  a d u l t o s ,  8 jó v e n e s  y  10 re n a c u a jo s  
de sapo c o r r e d o r  ( B u fo  c a l a m i t a ) . Los a n im a le s  a d u l t o s  fu e ro n  p e r fu n d id o s  y 
e l  r e s t o  se f i j ó  p o r  in m e r s ió n .  Como f i j a d o r  se empleó p a ra fo rm a ld e h íd o  a l  
2 , 5 % - g lu t a r a ld e h í d o  a l  0,1% en tampón f o s f a t o .  Los g a n g . l io s  e s p in a le s  de lo s  
i n d i v i d u o s  a d u l t o s  a s í  como la  zona c e n t r a l  (m édu la  y  g a n g l io s  e s p in a le s )  
fu e r o n  p ro cesa do s  según J a  m e to d o lo g ía  c o n v e n c io n a l  h a s ta  su i n c l u s i ó n  en 
a r a l d i t a .  T ras  l a  se lecc ión  de á reas  m e d ia n te  c o r t e s  s e m i - f i n o s  se p ro a e d ió  
a la  o b te n c ió n  de c o r t e s  f i n o s ,  lo s  c u a le s  fu e ro n  c o n t r a s t a d o s  con a c e ta to  
de u r a n i l o  y  c i t r a t o  de p lom o. Se u t i l i z ó  u n 'm ic r o s c o p io  e l e c t r ó n i c o  Z e is s  
902.
Resultados y Discusión: Los g a n g l io s  ra q u íd e o s  de re n a c u a jo s  son fo rm a c io n e s  
o v a la d a s  en la s  que lo s  e le m e n tos  c e lu l a r e s  se m ue s tran  poco d i f e r e n c i a d o s .  
No e x i s t e  c á p s u la ,  s i  b ie n  se o bse rva n  e le m e n tos  f i b r o b l á s t i c o s  y  c é lu l a s  
p ig m e n ta r ia s  a su a l r e d e d o r .  Los g l i o b l a s t o s  son muy poco numerosos en com­
p a ra c ió n  con lo s  n e u ro b la s to s  lo s  c u a le s  c o n ta c ta n  d i r e c ta m e n te  e n t r e  s í . ( l )
Los gang lVos  ra q u íd e o s  no c a u d a le s  p ro s ig u e n  su d i f e r e n ­
c i a c i ó n  y  a l  l l e g a r  a la  fa s e  j u v e n i l  s€ o b s e rv a  ya una c á p s u la  co m p le ta  s i  
b ie n  muy f i n a . E n  e l l a  lo s  f i b r o b l a s t o s  c o n s t i t u y e n  una p r im e ra  capa a modo 
de re d  o m a l la  que e m i te  c o r t a s  e v a g in a c io n e s  h a c ia  e l  e x t e r i o r .  También pa r  
t i c i p a n  c é lu l a s  p ig m e n ta r ia s  y e le m e n tos  c o n ju n t i v o s  f i b r i l a r e s .  Las c é lu l a s  
g l i a l e s  son aún poco a bu nd an te s .  P re se n ta n  un a s p e c to  e le c t r o d e n s o  y  un 
g ra n  volumen n u c le a r .  Se a s o c ia n  a f i b r a s  o a somas n e u ro n a le s ,  p e ro  en a l ­
gunos casos se o bse rvan  en r e l a c i ó n  con ambos. No e x i s t e  aún c o ro n a  g l i a l  
p e r i n e u r o n a l .
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Los g a n g l io s  ra q u íd e o s  c a u d a le s ,  p o r  c o n t r a ,  com ienzan un d e t e ­
r i o r o  p r o g r e s i v o  que acabará  con la  d e g e n e ra c ió n  de to d o s  lo s  e le m en tos  gan- 
g l  i o n a r e s . ( 3 )
Los sapos a d u l t o s  m ues tran  g a n g l io s  e s p in a le s  s i m i l a r e s  a lo s  
de m am ífe ros  (ALVAREZ y  c o l .  1 98 8b ) .  En e l l o s  la s  neuronas s e n s i t i v a s  a p a re ­
cen rodeadas  p o r  una co ro na  de n a t u r a le z a  g l i a l .  N u e s tro s  r e s u l t a d o s  h i s t o -  
q u ím ic o s  i n d i c a n  una g ra n  s i m i l i t u d  e n t r e  lo s  g l i o c i t o s  p e r in e u r o n a le s  raqu jí  
déos de a n f i b i o  y  de m am ífe ro  y  dem uestran  su n a t u r a le z a  a s t r o c i t a r i a  (ALVA­
REZ y  c o l .  en p re n s a ) .  Desde e l  p un to  de v i s t a  u l t r a e s t r u c t u r a l  n u e s t ra s  imá 
genes son s i m i l a r e s  a la s  de MATSUMOTO y  ROSENBLUTH (19 86 , 1988) en g a n g l io s  
ra q u íd e o s  de r a n a .  Consta tam os as im ism o g randes  semejanzas con lo s  g a n g l io s  
s im p á t ic o s  de m am ífe ros  (ALVAREZ y  c o l .  1988a) y  de a n f i b i o s  (TAXI 1 97 6 ) .
BROWN (1946 )  l l e v ó  a cabo un e s t u d io  de la  m e ta m o r fo s is  h a c ie n ­
do e s p e c ia l  é n f a s i s  en lo s  cambios que a fe c ta n  a l  s is te m a  n e r v io s o .  E s ta  au­
t o r a  s e ñ a la  que e l  t e j i d o  n e r v io s o  es e l  ú l t im o  en m o s t ra r  s ig n o s  degenera t j_  
v o s .  En e s te  s e n t id o  n u e s t ra s  imágenes m ues tran  p r im e ro  una c l a r a  h i p e r t r o ­
f i a  d e l  c o n ju n t i v o  p a ra  t e r m in a r  luego  con una d e g e n e ra c ió n  g e n e r a l i z a d a .
El d e s a r r o l l o  y  la  d i f e r e n c i a c i ó n  de lo s  g a n g l io s  ra q u íd e o s  pa­
re c e  s e g u i r  lo s  esquemas d e s c r i t o s  en m am ífe ros  en fa s e s  p re n a ta le s  (PANNESE 
1969, TENNYSON 1 9 7 0 ) .
Bibliografía ALVAREZ MP y  c o l .  A rch  B io l  99 , 465 -472  (1 9 8 8 a ) .  ALVAREZ y  c o l .  
A rch  B io l  99 , 473 -479  (1 9 8 8 b ) .  ALVAREZ MP y  c o l .  J H i r n f o s r c h ( e n  p re n s a ) .  
BROWN ME. Am J A n a t  78, 79-113 (1 9 4 6 ) .
MATSUMOTO y  ROSENBLUTH. A na t Rec 215 , 182-191 (1 9 8 6 ) .  MATSUMOTO y  ROSENBLUTH 
J N e u ro c y to l  17, 425 -432  (1 9 8 8 ) .
PANNESE E. J Comp N eu ro l 135, 381 -422  (1 9 6 9 ) .  PANNESE E. Advances in  A n a t ,  
E m b ry o l,  C e l t  B i o l .  6 5 . ( 1 9 8 1 ) .
TAXI J .  In  F rog  N e u r o b io lo g y . 93 -150  (1 9 7 6 ) .
TENNYSON VM. In  D eve lopm en ta l  N e u ro b io lo g y  I I I ,  47 -116  (1 9 7 0 ) .
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ESTUDIO DEL PLEXO MIENTERICO DE LA RATA MEDIANTE MICROSCOPIA 
ELECTRONICA DE BARRIDO.
M. P. ALVAREZ, M. T. SOLAS, B. FERNANDEZ.
Biología Celular
Fac. Biología. Univ. Complutense. 28040 Madrid. En colaboración con 
los Drs. GABELLA y BALUK del Depto. de Anatomía y Embriología del 
Colegio Universitario de Londres.
Introducción: Diferentes estudios ultraestructurales e inmunocitoquímicos han demostrado que los ganglios del sistema nervioso entérico 
(SNE) se asemejan más al sistema nervioso central (SNC) que al resto de los 
ganglios del sistema nervioso periférico (SNP) (ver revisión GABELLA 1987).
En nuestro estudio sobre el plexo mientérico de la rata lleva­
mos a cabo una aproximación tridimensional con vistas a conocer la citoar- 
quitectura. Para ello combinamos la microscopía electrónica de barrido con 
técnicas de digestión que nos permitieran visualizar el plexo. Esta metodo­
logía fue introducida en 1980 por FUJIWARA y UEHARA.
Material y Métodos- Ratas Winstar de diferentes edades fueron anestesiadas, 
extrayéndose a continuación la región ilíaca. El material fue dividido en 
grupos. Dichos grupos eran sometidos a la acción de una solución de tripsi­
na a 372 C en tiempos progresivos desde 0 (controles) a 50 min. Tras esta 
hidrólisis enzimática el material era fijado en glutaraldehído ai 5% en tam-- 
pón fosfato pH 7,4. Seguidamente todas las muestras se transferían a un baño 
de HCi 8 N a 602 C durante 30 min. Posteriormente las muestras eran deshi­
dratadas (series de etanoles, acetato de isoamilo, punto crítico), montadas 
en soportes y sombreadas (sputter coating). Para su observación se empléo 
un microscopio electrónico de barrido Hitachi S-530.
Resultados y Discusión: Las muestras control fueron sometidas a disgestión quí­
mica pero no enzimática. Cuando estas muestras están siendo deshidratadas 
es posible constatar a la lupa la capa muscular longitudinal en algunas zo­
nas. Con la ayuda de unos fórceps es posible eliminarla dejando así expues­
to el plexo mientérico. La observación de las muestras control permite ver 
la disposición en malla del plexo, las células intersticiales de Cajal(CIC)y 
la capa muscular circular subyacente. Los ganglios del plexo mientérico (G) 
muestran una superficie lisa en la que se distinguen piezas irregulares y 
que encajan entre sí como un puzzle. La imagen resultante es de gran compac­
tad 6n.
La digestión enzimática en combinación con la química ilev : ; xa al­
teración de los componentes ganglionares y a la desaparición de las células 
intersiticiales de Cajal. La superficie ganglionar deja de ser lisa o suave
Algunos componentes ganglionares son eliminados, otros modifican su morfolo­
gía y como resultado se observan huecos o ventanas entre elementos globula­
res. La idea de compactación se pierde, siendo las alteraciones tanto mayo­
res cuanto mayor es el tiempo de acción de la tripsina. Los resultados obte­
nidos fueron similares en todas las edades estudiadas (desde recién nacidos 
hasta 2 meses). Las muestras sometidas a más de 30 min. fueron descartadas 
debido a la presencia de restos de la digestión que hacían imposible una ob­
servación fiable.
Nuestros resultados se muestran en concordancia con los de FUJIWARA 
y UEHARA (1980) y K0MUR0 (1986). El hecho de que los ganglios del SNE pre­
senten en su superficie tanto elementos gliales como neuronales nos impide 
saber cuáles son los que ofrecen mayor resistencia al tratamiento y cuáles 
se ven antes alterados. Sería de gran utilidad poder combinar este tipo de 
estudios con mareajes.
Si bien la metodología aplicada es drástica estudios recientes han 
mostrado en ganglios raquídeos resultados similares aplicando seanning jun­
to con técnicas disgestivas, y microscopía electrónica de transmisión (PA- 
NNESE y col. 1990a, b).
Bibliografía: i. FUJIWARA T, UEHARA Y. J Electron Microsc. 29, 397-400 (1980).
2. GABELLA G. In Physiology of the gastrointestinal tract. Raven Press.
New York. 335-381 (1987).
3. K0MUR0 T. Neurosci lett 72, 49-53 (1986).
4. PANNESE E, LEDDA M, CONTE V, PR0CACCI P. Anat Embryol 181, 427-432 (1990)
5. PANNESE E, LEDDA M, CONTE V, PR0CACCI P, MATSUDA S. Cell Tissue Res 260, 
167-173 (1990)’.
1. Muestra control. 2. Muestra sometida a 20' de tripsinización.
12
ESTUDIO ULTRA E S T R U C T U R A L  PRELIM I N A R  DEL C E REBELO DE RATA TRATADA CON D I A CETIUIORFINA
APARICIO JF, CASARES JA, POBLADOR US, ROJAS C, RAYA A, LANCHO JL, 
OPTO, CIENCIAS MORFOLOGICAS 
FACULTAD DE MEDICINA OE CORDOBA
Introducción:
La heroína (diacetiIraorfina) es un alcaloide f enantrénico sen s intético Que se 
obtiene por acetilación de la morfina, La vía parentera! ofrece una mayor biodispombilidad de la 
droga, En la sangre se une en parte con el fibrmógeno (COMPARINI, 1985!, atraviesa rápidamente la 
barre-'a hematoencefálica (OLDENDORF, MYMAN, 8RAUN, OLDENDORF, ¡972). Se metaboliza en los sistemas 
microsomaies hepáticos, Se excreta por nilón, pequeñas cantidades pasan al sudor.y jugo gástrico 
(LITTER, 1975) y un 1 Oí aparece en heces (JAFFE, MARTIN, 1981).
Materia l y Métocfosrhan utilizado 20 ratas cepa VISTAR ípeso vivo; 195-250 g) mantenidas en 
condiciones estándar, En el grupo experimental se establecieron dos sublotes, uno de '5 ratas 
tratadas y otro de 5 ratas control, Los animales fueron tratados con heroína tipo BROWN SUGAR 
(heroína n2 3), a una dosis de 23,65 »g/kg/dia (equivalentes a 0,66 mg/kg de heroína pura) durante 
21 y 2¿ días, A los animales control se les administró la misma dosis de sueno fisiológico salino. 
La vía de administración fué la intraperitoneal, Se recogió la orina de 2¿ horas y fue estudiada 
cromatográficamente, Los cerebelos fueron sumergidos en una solución fijadora de 61utaraldehido ai 
5* en tampón fosfato SóRENSEN 0,1 M a ph 7,3, A los 8 animales restantes se les practicó perfusión 
vascular sistémica, A continuación fueron postfijados con tetraóxido de osmio al 11, deshidratados e 
incluidos en solución ascendente de araldita
Resultados y Discusión:
La referencia bibliográfica realizada sobre la drogadicción va encaminada a detallar 
las diferentes repercusiones que los opiáceos, y en nuestro caso la diacetil iorfma (OAM) ejercen 
an el plano social o psicológico sin hacer referencia a la base «orfoestructural que las sostiene
Durante nuestro trabajo el animal de experimentación ha presentado una hiperactividad 
por un lado y por otro fenómenos estereotáxicos basados en la estimulación que la diacetilmorfina 
ejerce sobre los reflejos nonosmápticos y la inhibición sobre los polísmápticos (GROLLMAN Y 
GROLLMAN, 1970),
La DAM en nuestras condiones experimentales, detalladas en el apartado Material y 
Técnicas, no provoca alteraciones morfológicas cualitativas en comoaración con la citología normal 
de la Corteza Cerebelosa de ios animales control,
Referente a los diferentes subtipos neuronales observados! células de Purkinje, 
células estrelladas, células en cesta, granos y células Golgi tipo II ) dentro de las dos caoas,
13
molecular y granulosa, do la Corteza Cerebelosa, no henos encontrado datos que diferencien la 
•citología de los animales tratados con respecto a los anuales control,
El análisis croiatográfico de la orina de 24 horas muestra un valor de 26,59ng/ml, lo 
que entra dentro de la norial idad en nuestro estudio.
Todo lo anteriomente reseñado nos hace pensar que, según la dosis administrada de OAM 
en nuestras condiciones experimentales; dicho tóxico no produce una actividad degenerativa en todos 
los subtipos celulares estudiados,
Binding features of dyacetilmorphine íheroin) in *hole blood and ín blood fractions, 
Biophys J 1985; 48; 247-51,
GARRIDO R, Toxicología y toxicomanías, Colegio Oficial de Farmaceúticos de Madrid 1985,
GROLLHAN A, 6R0LLMAN EF, Pharmacology and therapeutics, Ed, Lea and Febiger 1970,
.JAFFE JH, MARTIN WR. Analgésicos y antagonistas opiáceos. En; 6Q00MAN and GILMAN'S, Las bases 
farmacológicas de la terapeútica, Ed, Panamericana 1981; 494-532,
LITTER N, Hipnoanalgésicos naturales y sintéticos, En; Farmacología, Ed, Librería el Ateneo 1975;
373-408,
OLOENOORF WH, HYNAN S, BRAUN L, 0L0END0RF 82, Blood brain barrier, Penetration of «orphine, codeine, 
heroin and methadone after carotid injection, Science 1972; 178, 984-6,
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Estudio comparado de la ultraestructura de los tentáculos de dos especies
de Foronídeos (Lophophorata)
Benito J., Aguirre A., Emlg C. C., Fernández I., Pardos F. y Roldán C.
Departamento de Biología Animal I, Facultad de Biología, Universidad Complutense, 28040 Madrid
Introducción:
El lofóforo de los Foronídeos tiene una función respiratoria, protectora y de alimentación. En sus tentáculos se 
distinguen 4 zonas: frontal, abfrontal, y laterales. La estructura de un tentáculo consiste en una epidermis 
Tionoestratificada que descansa sobre la membrana basal y una capa peritoneal rodeando el celoma lofoforal y el 
vaso sanguíneo. En la base de la epidermis y en la del peritoneo se observan fibras nerviosas. Las dos especies 
que se comparan poseen hábitats diferentes: Phoronis australis vive en el interior de la pared del tubo del Antozoo 
Cerianthus, mientras que Phoronis hippocrepia fabrica su tubo perforando un substrato duro. P. australis posee 
jn lofóforo enrollado en espiral con 600-1000 tentáculos, en cambio P. hippocrepia tiene menos tentáculos 
^hasta 150) que se disponen en forma de herradura.
Materia l y Métodos:
Se han utilizado individuos adultos de Phoronis hippocrepia recogidos en la costa próxima a Marsella a una 
irofundidad de 10 m y de Phoronis australis de la costa de Almería a 2-3 m de profundidad. Se fijaron en 
dutaraldehido al 4% en agua de mar filtrada y postfijados en O9O4 al 1% en agua de mar filtrada. Posteriormente 
üeron deshidratados e incluidos en Araldita por el método habitual. Las secciones fueron realizadas con un 
dtramicrotomo LKB OI, posteriormente teñidas con citrato de plomo y observadas y fotografiadas en un Philips 
ÍM201.
Resultados y Discusión:
La epiderm is es un epitelio simple que presenta células columnares en la cara frontal y cuboidales en la 
bfrontal (Fig. 1). Se distinguen las siguientes categorías celulares: células de soporte, células sensoriales, 
élulas glandulares y células "adhesivas* (Fig. 1, 2). a ) células de soporte, monociliadas, semejantes en las 
los especies. Son el principal tipo celular y forman la ciliación del tentáculo. Tienen largas micro vellosidades 
ubiertas por un glicocalix filamentoso. En P. hippocrepia se observan en la parte apical gránulos electrondensos 
orno en la epidermis del tronco (Aguirre el al., 1991), que no aparecen en P. australis (Pardos et al., 1991) (Fig. 
I). b ) células sensoriales, monociliadas de tipo coanocito. Están dispuestas en dos filas longitudinales 
atero-frontales. En ambas especies, el cilio esta rodeado por una corona de ocho microvellosidades que tienen 
•andas longitudinales de microfibrillas, aunque en P. hippocrepia, las microvellosidades tienen un desarrollo más 
mportante con bandas de microfibrillas más patentes, c) células glandulares, localizadas principalmente en la 
ara abfrontal del tentáculo. En P. hippocrepia, la presencia de células glandulares destaca por su número y 
liversidad: se han diferenciado 3 tipos que coinciden con los descritos en la epidermis del tronco (células mucosas, 
élulas N A M 1 y N A M 3 (Aguirre et al., 1991) (Fig. 2), de ellos únicamente las células mucosas están presentes en
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los tentáculos de P. australis (Pardos et aA, 1991). d) células 'adhesivas', localizadas en la cara frontal. Son 
escasas y presentan una estructura semejante en ambas especies. Están provistas de numerosos granulos ovalada 
(0.3-0.1 pm) y presentan procesos digitiformes que sobrepasan la capa de microvellosidades. Estas células so: 
diferentes de las de la epidermis del tronco, descrita por Fernández et al. (en prensa); sugerimos para esas célula: 
una (unción adhesiva para la captura de las partículas alimentarias ya que son semejantes a las células adhesiva; 
de la epidermis de Turbelarios (Tyler, 1976, 1984).
En la base de la epidermis se observa un plexo nervioso constituido por dos grupos de fibras nerviosas 
uno frontal y otro abfrontal. En P. australis es mucho más patente el de la cara abfrontal (Pardos et al., 1991) 
mientras que en P. hippocrepia los dos grupos de haces nerviosos están muy desarrollados (Fig. 3).
La membrana basal, similar en las dos especies, consiste en fibras de colágeno que se disponen en do: 
capas con distinta orientación: circular cerca de la epidermis y longitudinal cerca del peritoneo (Fig. 3).
En ambas especies, las células perifonéales son monociliadas y de naturaleza mioepitelial, cor 
miofilamentos longitudinales (Fig. 3). Llevan asociados axones que se sitúan entre las células peritoneales y li 
membrana basal.
Igualmente, en el interior de la cavidad celómica, a lo largo de la cara frontal, se dispone un único vasc 
sanguíneo con idéntica estructura en las dos especies: una capa de células mioperitoneales, con miofilamenta 
circulares, sobre una fina lámina basal que se continua con la membrana basal del tentáculo (Fig. 3); no ha\ 
endotelio (Pardos et alr,  1991).
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UL TRAESTUCTURA DE LAS CELULAS NO LINFOIDES DEL TIMO DE Dicentrarchus 
1 a b r a x ( L . )
Aviles - Trigueros, M.; Vi 1 lena, M . I . ; Navarro, V.; Q u e s d d a J.A. 
Departamento de Biología Celular.
Facultad de Biología. Universidad de Murcia. Murcia.
Introducción:
Si tino es us órgano propio de vertebrados, de gran trascendencia para el conocmento de la 
volución de la miunidac adaptar iva. Se asme, generaiiente, que el ncrcaibiente tinco es creado per las 
élulas no licfoides 'células reticuloepiteliales, lacrófagos, etc.), que inducen la diferenciación y 
aduración de ios licfocitos.
Los peces ocupan una posición clave en la filogenie de los vertebrados por ser el prne: grupo que 
resecta respuesta intime celular y huiorai, por lo que su estudie se considera de suto interés desde el 
unto de vista de la Inaunoiogía Coaparada.
El presente trabajo describe la uitraestructura del tuc de lubina, Dicentrarchus lacray 'L! 
Pisces; Teieosteae;, con especial referencia a las células no iinfoides.
NAateriol y Métodos:
Se usaron ejemplares ae Dicentrarchus labrax |L.) (lubina! procedentes de la Planta Expernental 
> Cultivos Marinos de la Coiunidad Autónoia de Murcia, íantenidos en condiciones prómas a las de su habitat 
itural, con edades coiprendidas entre 1 y 2 años, peso variable entre 129,Og y 385,7g y de albos sexos,
El tito fue extirpado asépticaiente, fijado por iniersicr en glutaraldehido al 2 \  er. taipcr. 
icodilato 0.1M (pH ‘.2-7,4), postfijado en tetrexido de csaio al \ \  en el lisio taapón, deshidratado en 
icohoi e incluido en Epon 812. Secciones de 0,4ui teñidas con solución alcalina de azul de toluidina fueren 
jadas para selecciona: las areas tincas aas adecuadas. De las áreas seleccionadas se realizaron secciones 
Itrafinas con un ultrancrototo Reichert-Jung Uitracut E, se contrastaron cor. acetato de uramlo y citratc 
¡ ploio y fueron exannadas en un ncroscopio electrónico Zeiss EM-10C.
¡esultodos y Discusión:
Los coiponentes celulares no lmfoides del t i lo  de lubina presentan las siguientes características 
traestructurales:
Células meosas aparecen aisladas o en pequeños grupos, debajo del epitelio o dispersas er. el 
rénquiia t inco. Se observan distintas etapas de fonación, Las células jóvenes presentan núcleo central 
abundantes cisternas de RER (Fig.1,14.725 ). Postenonente se desarrolla un aparato de Golg: con nuierosos 
ctiosoias perinucleares, aparecen cisternas de RER dilatadas y grandes vacuolas de contenido claro finaiente 
anular. En la etapa final, el citoplasia está ocupado por vacuolas de contenido iucoso y escasas organelas 
splazadas a la periferia (Fig.2,13.750), células seiejantes a estas se describen en Lopbius piscatonus (2). 
lulas lucosas de aspecto s i i í la r  a las células íucosas parenquiiáticas laduras aparecen entre las células 
1 epitelio Untante (Fig.3,12.500 ), secretando el contenido vacuolar en la cavidad branquial, ai igual que 
Salió gairdneri (1) y Syciases sanguineus (3).
Células reticuloepitelíales son de fona estrellada se unen por desiosoias y se distribuyen por todo 
órgano constituyendo el citorretículo. Según su posición y características ultraestructurales distingunos
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tres tipos: claras, oscuras y Untantes. Las células reticuloepiteliales claras {F15.4,S4 . 000; son smlares 
a las descritas en otros teleósteos y vertebrados superiores |5|. Poseen núcleo eucroiático de fona 
redondeada, abundantes haces de tonofilaientos dispersos en el citoplasma, iás frecuentes en .as 
prolongaciones citoplásncas y entorno al núcieo cono se ha descrito en $. sanguíneos 13!. A veces se observar, 
raíces ciliares en ias proxmdades dei núcleo.
Las células reticuloepiteliales oscuras (Fig.5,13.750) son de señor tanate y de nayor 
electronodensidad, se localizan en las proxmdades de las trabécuias y del tejido conjuntivo subyacente, 
frecuentenente envolviendo células en división e involutivas. Poseen abundantes haces de tonof ilaientos en 
ias prolongaciones citoplásncas y vacuolas de contenido claro.
Las células reticuloepiteliales Ilutantes (Fig.6,13.750) se unen fuerteiente entre sí por 
desiosoias e mterdigitacior.es, poseen citoplasna'escaso y electronodenso. Estas células forian una capa 
continua que separa el parénquna tinco del conjuntivo trabecular y de todos los tejidos circundantes.
Macrófagos (Fig.7,12.500) íuestran una gran heterogeneidad en taiañc y contemdc citoplásiico, 
presentando en aigunes casos cisternas dilatadas de RER con inclusiones paracristalinas (Fig.7a,X20.000;.
Células de baja electronodensidad (Fig.8,X5.600; caracterizadas per poseer estructuras seaejantes 
a los granulos de Birbeck (Fig.8a.121.875) descritos en las células de Langerhans y en ias células 
interdigitadas de vertebrados superiores y no observadas con anterioridad en peces.
Granulocitos heteróflíos y eosinófilos aparecen distribuidos irregulanente.
Células ncides smlares a las encontradas en tno de otros vertebrados (4), taibién se observan.
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Estomatitis por amalgama conteniendo mercurio, estaño y plata. 
Estudio con microanálisis con rayos X (EMMA).
CALAP, J.; PADRON, J.J.; CASTILLA, M.A.; VILCHES, J.
Medicina (Dermatología)
Facultad de Medicina. Universidad de Cádiz.
Introducción:
Las técnicas de microanálisis aplicadas a la Biología fueron emplea­
das hace bastantes años por diversos grupos de investigación. Noso­
tros empezamos a emplearlas en el Pseudoxantoma elástico en 1975 
(Congreso de la Sociedad Europea de Patología. Viena) (1).
Vilches (2) hizo hincapié en las posibilidades del microanálisis en 
Biología.
Material y Métodos:
Varón de 50 años que desde hace 5 es portador de una prótesis metáli­
ca, desde hace 6 meses presenta un proceso inflamatorio de la mucosa 
yugal conectando con dicha prótesis.
Se realiza un estudio microanal í tico con un ME SEM JEOL JSM 820 de 
la amalgama productora de la estomatitis.
Resultados y Discusión:
El análisis detecta la presencia de titanio, rubidio, estaño, plata, 
bromo y mercurio. El elemento predominante es el mercurio y en menor 
cantidad el estaño y la plata.
La estomatitis por amalgama conteniendo mercurio, plata y estaño no 
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X-RRVx
L i v e :  
R«*l: 1 0 0  s R e m a ■m n g :19 '/ .  D e a d
Imagen microanalítica de 
la amalgama metálica que 
produjo una estomatitis.
Se observan los picos pre­
dominantes de Hg, Ti, Rb, 
Sn, Ag y Ca.
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APLICACION DEL MICROANALISIS DE RAYOS X EN LA DETERMINACION DE ELEMENTOS 
INORGANICOS EN LA PARED DEL POLEN.
B. CARRETERO, P.V. CRESPO*, M.l. RODRIGUEZ-GARCIA.
C ito lo g ía  V e g e ta l. nD ept. de B io log ía  C e lu la r. Facu ltad  de Medicina.
E s t. Exp. de l Zaidín, (CSIC). P ro fe s o r A lbareda 1. 18008 Granada.
In troducc ión : i_a p re se n c ia  de e le m e n to s  inorgánicos en la pared de l polen ya ha 
sido d e m o s tra d a  con a n te r io r id a d  (C e rc e a u -L a rn v a l y D e ro u e t, 1988). Dada la 
e le va da  a c tiv id a d  e n z im á tic a  que t ie n e  lu g a r en la s u p e r f ic ie  d e l p o len  
(g e rm in a c ió n , re a cc io n e s  de co m p a tib ilid a d  e in c o m p a tib ilid a d ), no es de e x tra ñ a r  
la posible e x is te n c ia  de e lem entos que a c tú e n  como c o fa c to re s . Mediante la técn ica  
del p iro a n tim o m a to  (Spicer e t  al. 1969) es posible d e te c ta r  al MET la p resencia  de 
ca tio n e s  inorgánicos. Pero e llo  no da in fo rm a c ió n  acerca  de la clase de e lem entos 
p re s e n te s . Se hace n e ce sa rio  r e c u r r ir  al m ic roaná lis is  pa ra  id e n t i f ic a r  los 
c a tio n e s  loca lizados en la pared del polen.
M a te ria l y M étodos: P ó lenes m a d u ro s  de o liv o  [ O l e ó  e u r o p a e a )  y to m a te  
(L y c o p e r s i c u m  e s c u l e n t u m ) ,  fu e ro n  procesados de dos fo rm a s  d ife re n te s :
a) F ija c ió n  qu ím ica : G lu ta ra ld e h íd o  al 3 '/ en tam pón ca co d ila to  0.025M d u ra n te  2 
h o ra s , v a r io s  lavados en c a c o d ila to , d e s h id ra ta c ió n  en s e r ie s  p ro g re s iv a s  de 
ace tona , para te rm in a r in troduc iendo  las m ues tras  en a c e ta to  de amilo. F inalm ente 
las m ues tras  se som eten  a pun to  c r í t ic o .
b) F ija c ió n  f í s ic a : Las m ues tras  se in tro d u ce n  d ire c ta m e n te  en n itró g e n o  líquido,
donde se m antienen h a s ta  que van a se r m ontadas en el p o rta m u e s tra s  para so m e te rla s  
a " f r e e z e - d ry e r "  d u ra n te  48 horas.
En ambos casos las m uestras  fu e ro n  m ontadas sobre  un p o rta m u e s tra s  de ca rbón
m e d ia n te  e l uso de g r a f i t o  co lo id a l, pa ra  luego s e r re c u b ie r ta s  con una f in a
p e líc u la  de c a rb ó n . La o b s e rv a c ió n  se re a liz ó  con un MEB Philips 505  con una 
te n s ió n  de 18KV m ediante un Analizador de Energ ía  D ispersiva de Rayos X.
Resultados y D iscusióm La v a ria b ilid a d  de los re s u lta d o s  o b te n id o s  al a p lic a r e l 
m ic ro a n á lis is  de Rayos X para id e n t if ic a r  los e lem entos p re se n te s  en la pared del 
po len , ha hecho  que hayam os ido com binando e l p la n te a m ie n to  in ic ia l de e s te  
es tud io . De acuerdo con n u e s tra  h ip ó te s is  de tra b a jo ,  d e n tro  de un mismo tip o  de 
polen po d ría  haber d ife re n c ia  de e lem en tos  y co n ce n tra c ió n , según se t r a ta s e  de la 
p a red  in te ra p e r tu ra l o de la reg ión  a p e rtu ra l por donde germ ina el tu b o  po lín ico.
Sin em ba rgo  al hace r un análisis puntua l notam os que e s ta s  d ife re n c ia s  se daban 
incluso d e n tro  de una misma reg ión , e n tre  dos pun tos  ce rcanos. E s to  nos lle vó  a 
h a ce r un e s tu d io  g loba l de to d a  la p a red  ra s t re a n d o  to d a  su s u p e r f ic ie , para  
o b te n e r in fo rm a c ió n  acerca  de los e lem en tos  p re se n te s  en ella, sin te n e r  en cuen ta  
en una p rim e ra  ap ro x im a c ió n  las dos re g io n e s  más d ife re n c ia d a s  de la pa red  
(a p e r tu ra l y no a p e r tu ra l) .
O tro  f a c t o r  a te n e r  en c u e n ta  ha sido e l t ip o  de f i ja c ió n  ( f ís ic a  o quím ica) 
u til iz a d a  en la p reparac ión  de las m uestras . Los e lem en tos  d e te c ta d o s , ta n to  en 
o livo  como en el to m a te  son P, S, Cl, K y Ca, no encon trándose  grandes d ife re n c ia s  
e n t r e  las dos especies estud iadas.
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P ero  e l c o m p o r ta m ie n to  de e s ta s  f r e n t e  a la f i ja c ió n  quím ica o f ís ic a  de las 
m u e s tra s  es d ife re n te  en dependencia de los e lem entos. Se o b se rvó  que la f i ja c ió n  
qu ím ica  (g lu ta ra ld e h íd o ), ta n to  en el to m a te  como en el o livo in tro d u ce  un ligero  
in c re m e n to  del P y S, el cual se hace más n o tab le  en el caso del K. No re s u lta  
e x t r a ñ o  que la f i ja c ió n  química pueda in tro d u c ir  algunos e lem en tos adicionales que 
m odifiquen los va lo re s  rea les de los mismos. Por el c o n tra r io , en el caso del Cl y 
Ca, no se observa  el mismo co m p o rta m ie n to  de ambas especies, f r e n te  a los dos tip o s  
de f i ja c ió n . M ientras que en el to m a te , la f i ja c ió n  química in tro d u ce  un increm en to  
de Cl y Ca, en e l o livo  se p ro d u ce  una d ism inución de e s to s  e le m e n to s . E s te  
d i fe re n te  co m p o rta m ie n to  del to m a te  y el o livo  só lo  f r e n te  al Ca y Cl, neces ita  de 
una m ayor in v e s tig a c ió n  a n te s  de fo rm u la r  implicaciones fis io ló g ica s . En la cuan to  
a la  pos ib le  in flu e n c ia  de e le m e n to s  in o rg á n ico s  en la re a c c ió n  a le rg é m ca  de 
c ie r to s  pó lenes  (C e rc e a u -L a r r iv a l y D e ro u e t 1988), só lo  podem os ind ica r que no 
hemos e n co n tra d o  d ife re n c ia s  s ig n if ic a tiv a s  en los e lem entos p re se n te s  en las dos 
especies estud iadas: e l o livo (de c a rá c te r  a lergém co) y e l to m a te  (al que no se le 
conoce como causan te  de a lerg ias).
E s te  t r a b a jo  ha sido subvenc ionado  g ra c ia s  al P ro y e c to  de la DGICYT P B 8 7 -0 3  
3 8 -C 0 2 -0 2
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DEMOSTRACION DE NEUMOCITOS INCLUIDOS EN CARCINOMAS PULMONARES 
MEDIANTE EL ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL.
Luis Carretero Albiñana *. Emilio Alvarez Fernández * * .
Anatomía Patológica.
* Hospital Genepal Yagiie. Burgos.
** Hospital Gregorio Marañón. Madrid.
Introducción:
La presencia de alveolos incluidos en el seno de la masa tu- 
moral ha sido descrita en el seno de varios tipos de neoplasias pulmonares 
(1-4), no conociéndose en general su existencia, frecuencia, o caracterís­
ticas histológicas especiales que faciliten su diferenciación de las ver­
daderas luces neoplásicas presentes en los adenocarcinomas, y que lleva a 
considerar como tumores con doble diferenciación a diversas neoplasias pul 
monares.
Materia l y Métodos:
Serie de 60 carcinomas pulmonares resecados quirúrgicamente y 
divididos en : 35 adenocarcinomas o carcinomas adenoescamosos, 19 carcino­
mas epidermoides y 6 carcinomas indiferenciados de células pequeñas (1).
Fragmentos tumorales cortados en cubos de 1 mm. fueron fija­
dos en glutaraldehido al 2,5 %, postfijados en osmio, e incluidos en Epon 
para estudio ultraestructural; el resto de la lesión se fijó en formol tam 
ponado al 10 % y se utilizó para el estudio de microscopía óptica.
En cada caso la presencia de alveolos incluidos fue evaluada 
en al menos tres bloques de parafina, mientras que ultraestructuralmente 
dichos espacios se localizaron en los cortes semifinos.
Resultados y Discusión:
Nueve de los carcinomas epidermoides y tres de los adenocarci 
nomas estudiados presentan pequeñas cavidades incluidas en el seno de la 
masa tumoral, algunas de las cuales están situadas en sus porciones centra­
les .
Estas luces están revestidas por células cúbicas isomorfas, 
que ultraestructuralmente corresponden en su mayor parte a neumocitos de 
tipo II, con abundantes y cortas microvellosidades y cuerpos multilamela- 
res, ocasionales mitocondrias, cisternas de retículo endoplásmico rugoso 
y ribosomas libres; los núcleos son redondeados y de nucléolo único y de 
mediano tamaño. Algunas células son de características intermedias entre 
los neumocitos de tipo I y los de tipo II.
Las cavidades fueron numerosas en diez casos, encontrándose 
también neumocitos englobados de manera individual, y revistiendo espacios
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alargados de aspecto pseudovascular.
Estos hallazgos y otros referidos anteriormente en la lite­
ratura (1-4), demuestran que la inclusión de espacios alveolares en el se­
no de las neoplasias pulmonares es un hecho frecuente, especialmente en 
los carcinomas epidermoides.
En general esto puede ser reconocido en microscopía óptica 
de rutina por el isomorfismo de sus células y su pequeño tamaño en rela­
ción con los elementos neoplásicos vecinos, o mediante el uso de ciertas 
técnicas histoquímicas especiales (2, 5).
En otras ocasiones, y especialmente en el caso de los ade- 
nocarcinomas, es conveniente realizar un estudio ultraestructural.
Biblioarafía 1. - McDowell EM, McLaughlin JS, Merenyl DK, Kieffer RF, Ha- 
rris CC and Trump BF.- The respiratory epithelium. V. Histogenesis of lung 
carcinomas in the human. J Nat Cáncer Inst 61: 587-606, 1978.
2. - Alvarez-Fernández E.- Alveolar trapping in pulmonary 
carcinomas. Diagn Histopathol 5: 59-64, 1982.
3. - Dingemans K and Mooi W.- Invasión of lung tissue by bron 
chogenic squamous cell carcinomas: Interaction of tumor celis and lung pa- 
renchyma in the tumor perphery. Int J Cáncer 37: 11-19, 1986.
4. - Paakkó P, Risteli J, Risteli L and Autio-Harmainen H.- 
Immunohistochemical evidence that carcinomas grown on alveolar basement 
membranes. Am J Surg Pathol 14 (5): 464-473, 1990.
5. - Alvarez-Fernández E and Carretero-Albiñana L.- Expres- 
sion of blood group antigens by normal bronchopulmonary tissues and common 
forms of pulmonary carcinomas. Arch Pathol Lab Med (en prensa).
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ESTUDIO ULTRAESTRUCTyRAl PRELI Í̂KAR DE. mj-SCULG CARDIACO DE RA’ A 
DIACETIuflQRriNA
CASARES JA, APARICIO JE, ROJAS C, POBLADOR «3. RAYA A, LANCHO JL,
OPTO, CIENCIAS MORFOLOGICAS
FACULTAD DE HEOICINA DE CORDOBA
Introducción:
La heroína (diacetiImorfina) es un alcaloide feiantrénico semisinteti: ;  _ue se 
obtiene por acetiiación de la morfina, La vía parenteral ofrece una mayor bicdisponibiiidad de la 
droga En la sangre se une en parte cor el íibrinógeno (COMPARINI, 1385), atraviesa rápidamente la 
barrera hematoencefáiica (GLDENODRF, HYMAN, BRAIJN, OLOENOORE, 1372) Se metaboiiza en los sistemas 
microsomales hepáticos, Se excreta por rifión, pequeras cantidades pasan al sudor y jugo gástrico 
(LITTER, 1975) y un 1QÍ aparece en heces (JAREE, MARTIN, 1981),
Material y Métodos:
Se han utilizado 20 ratas cepa DISTAR (peso vivo: I95-25G g) mantenidas en 
condiciones estándar, En el grupo experimental se estaoleneron dos sublotes, uno de 15 ratas 
tratadas y otro de 5 ratas control Los animales fueron tratados con heroína tipo BROUN 3UGAR 
'heroína n2 3), a una dosis de 23,55 ig/kg/día (equivalentes a 0 56 mg/kg de heroína pura) durante 
21 y 24 días, A los animales control se les administró la misma dosis de suero fisiológico salino, 
La vía de administración fué la mtraperitoneal, Se recogió ¡a orina de 24 horas y fue estudiada 
croíiatográficántente. Los cerebelos fueron sumergidos en una solución fijadora de Glutaraldehido al 
51 en tampón fosfato SóRENStN 0,1 N a ph 7,3, A los 8 animales restantes se les practicó perfusión 
vascular sistémica A continuación fueron postfijados con tetraóxido de osmio al <1, deshidratados e 
incluidos en solución ascendente de araldita,
Resultados y Discusión:
¡.a búsqueda bibliográfica que hemos realizado sobre la drogadicción generalmente 
detalla las diferentes repercusiones que los opiáceos, y en este caso la diacetiimorfina, ejercen 
soere e¡ piano socio-Cultural o psicológico sin hacer alusión a ¡a Pase «orfológico-ultraestructural
que las soporta.
.a hiperactividad o excitación que el animal de experimentación ha presentado durante 
’uestco traba.o juno con la aparición de fenómenos estereotáxicos basados en la estimulación que la 
diaceti Imorfina ejerce sob-e los reflejos monos i nápt i eos y la inhibición sobre los poiisinapticos 
s hechos ya descritos por 6RGLÜ1AN Y 6R0LLNAN en 3370.
En nuestras condiciones experimentales, la diaceti imorf ina, no provoca alteraciones 
.1. •aeslructui’áies cualitativas en comparación con la citología normal de las células miocárdicas de 
ios animales control
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Las f ib r i l las  musculares estriadas cardíacas, discos intercalares y demás comoo'e^es 
habituales de la citología niocárdica no difiere de los observados en los animales control
El análisis cromatográfico de la orina de 24 horas nuestra un valor ce 26,59 ng/ml 
lo que entra dentro de la normalidad en nuestro estudio,
Todo lo anteriormente mencionado nos lleva a la conclusión que según la jOSjs 
administrada de diacetiliorfina en nuestras condiciones experimentales, dicho tú ico no e:e ? ¿na 
actividad degenerativa en las fibras miocárdicas estudiadas,
BibiÜBBWíftb**®1 * indll13 tatures of diacetyImorphme (heroin) ín t/nole biood and m blood fraclions 
Biophys J *1985; ¿8: 247-51,
GARRIDO R, Toxicología y toxicomanías, Colegio Oficial de Farmacéuticos de Madrid 1985,
6RGILMAN A, GROLlMAN EF, Pharmacology and therapeutics, Ed, Lea and Feoiger 1970,
JAFFE JH, MARTIN WR, Cpiod analgesics and antagonista, En; GOODMAN and 6ILMAN1S. The pharmacological 
basis of terapeuticts. McWilian Fublishing Co 1985,
LITTER M, Hipnoanalgésicos naturales y sintéticos, En; Farmacología, Ed. Librería el Ateneo 1975, 
373-408,
QLDENDQRF WH, HYMAN $, BRAUN L, 0LDEND0RF 52, Blood brain barrier Penetration of morphine, codeine, 
heroin and melhadone after carotid injection", Science 1972; 178: 984-8,
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LOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LISOZIMA Y GLUCOPROTEINAS EN LA 
MUCOSA BRONQUIAL HUMANA. RELACION CON LOS PROCESOS DE N- Y 0- 
GLUCOSILACION
M.T. Castells, J.F. Madrid, J. Garrido, F. Hernández y J. Ballesta 
Sección de Histologia y Embriologia General. Facultad de Medicina. 
Murcia
Introducción:
La secreción bronquial humana contiene gran cantidad de componentes cons­
tituyendo una importante barrera de protección de las vías aéreas. Se ha identificado 
lisozima en las glándulas serosas y glucoproteínas en glándulas serosas, mucosas y 
células caliciformes del epitelio superficial ( Boat and Cheng 1980; Mazzuca et al. 1982; 
Castells et al. 1990a,b). Nuestro objetivo es caracterizar estas macromoléculas en la 
mucosa bronquial humana haciendo especial referencia a su proceso de biosíntesis.
Material y Métodos:
Muestras de mucosa bronquial humana normal fueron obtenidas de tomas biópsicas. Para 
microscopía de luz, las muestras fueron fijadas en 10% formol e incluidas en parafina. Se 
aplicaron las siguientes lectinas conjugadas con peroxidasa: ConA (20 fig/ml), HPA (6 |ig/ml), 
PNA (12 ug/ml) y WGA (6qg/mT). En algunas secciones se realizó pre-tratamiento con 
neuraminidasa. Para la detección ae lisozima se desarrolló la técnica de PAP empleando 
anticuerpos contra lisozima humana (1:300). Para microscopía electrónica, las muestras fueron 
fijadas en glutaraldehido al 2% e incluidas en Lowicryl K4M. Secciones ultrafinas fueron 
tratadas con ConA-HRP-oro, DSA-ovomucoide-oro? HPÁ-oro. WGA-ovomucoide-oro y LFA- 
fetuina-oro con y sin pre-tratamiento con neuramimdasa. La detección inmunocitoquímica de 
lisozima en microscopía electrónica se realizó mediante una técnica indirecta utilizando oro 
coloidal como marcador.
Resultados y Discusión:
El glucocalix de los cilios y microvellosidades de las células ciliadas fue reactivo 
a DSA, ConA, WGA y LFA. Las células caliciformes mostraron afinidad por WGA y LFA 
en sus gránulos. En las células glandulares mucosas, las cisternas cis del aparato de 
Golgi fueron marcadas por ConA, DSA y HPA mientras que las trans fueron afines z 
DSA, WGA y LFA (Fig. 1). Los gránulos mucosos en formación y los madirns reacci; 
naron intensamente con WGA y LFA. DSA fué positivo en ambos gránulos después de
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digestión con neuraminidasa. En las células glandulares serosas, las cisternas del 
retículo endoplasmico rugoso fueron reactivas a ConA y DSA. La zona trans Golgi 
mostró afinidad por WGA y LFA. Los gránulos secretores fueron intensamente marca­
dos por ConA, DSA, WGA y LFA (Fig. 2). Sólo se detectó inmunoreactividad a lisozima 
en los gránulos serosos.
En conclusión, las células caliciformes, ciliadas y glándulas serosas y mucosas
contienen glucoproteínas cuya secuencia final es ácido siálico-Gal (3 (1-4) GIcNAc- 
. Las células mucosas glandulares y caliciformes contienen principalmente O-glucopro-
teínas aunque también presentan N-glucoproteínas del tipo complejo. Las células 
ciliadas contienen N-glucoproteínas y las células serosas contienen mezcla de N- y O- 
glucoproteínas que serían empaquetadas junto a lisozima.
Bibliografía:
Boat T.F., Cheng P.W. (1980): Biochemistry of airway mucus secretions. Federation Proc. 39, 3067.
Castells M.T., Ballesta J., Pastor L.M., Madrid J.F., Marin J.A. (1990a): Histochemical characterization of glycocon- 
jugates in the epithelium of the extrapulmonary airways of several vertebrates. Histochem. J. 22, 24.
Castells M.T., Ballesta J., Madrid J.F., Avilés M., Martínez-Menárguez J.A. (1990b): Characterization of glycocon- 
jugates in developing rat respiratory system by means of conventional and lectin histochemistry. Histochemistry 
(in press).
Mazzuca M., Lhermitte M., Lafrtte J.J., Roussel P. (1982): Use of lectins for detection of glycoconjugates in the 
glandular cells of the human bronchial mucosa. J.Histochem. Cytochem. 30, 956.
Fig.l. Célula mu­
cosa. LFA-Fetuina- 
oro. Las cisternas 
trans del aparato de 
Golgi y los gránulos 
de secreción son in­
tensamente marca­
dos. xóO.OOO.
Fig. 2. Célula sero­
sa. ConA-Peroxi- 
dasa-oro. Los grá­




CARACTERIZACION HISTOQUIMICA ULTRAESTRUCTURAL DE RESIDUOS GLUCIDICOS 
EN LA MUCOSA LARINGEA HUMANA
M.T. Castel1s, J.F. Madrid, J.A. Martinez-Menárguez y J. Ballesta 
Sección de Histología y Embriologia General. Facultad de Medicina. 
Murcia
ntroducción:
Los residuos glucídicos de las glucoproteínas de la mucosa laríngea desempeñan 
nportantes funciones protectoras, actúan como receptores para microorganismos 
reviniendo infecciones respiratorias, sirven de elementos barrera e intervienen en el 
ansporte de diversas sustancias en las vías aéreas (Kaliner et al. 1986).
Existen pocos datos sobre la localización subcelular de estas importantes macro- 
íoléculas en el epitelio de las vías aéreas de mamíferos (Plotkowski et al. 1990).
Nuestro objetivo es caracterizar histoquímicamente las glucoproteínas presentes 
n las glándulas serosas y mucosas de la laringe humana mediante el empleo de 
íctinas.
Material y Métodos:
Se obtuvieron muestras de mucosa laríngea humana procedentes de laringecto- 
lías. Para microscopía de luz, las muestras se fijaron en formol al 10% y tras su 
iclusión en parafina se obtuvieron secciones a las que se les aplicaron las siguientes
jctinas conjugadas con peroxidasa: ConA (20 pg/ml), HPA (6 pg/ml) y WGA (6 pg/ml). 
'ara microscopía electrónica las muestras fueron fijadas en 2% glutaraldehido e 
ícluidas en Lowicryl K4M. Las secciones ultrafinas fueron incubadas con: ConA-HRP- 
ro, HPA-oro, WGA-ovomucoide-oro y LFA-fetuina-oro.
Resultados y Discusión:
En las glándulas mucosas, los gránulos de secreción fueron intensamente 
9activos a WGA y LFA y no reaccionaron frente a ConA y HPA. En el aparato de Golgi, 
VGA y LFA marcaron preferentemente las cisternas trans mientras que HPA y ConA 
nostraron afinidad portas cisternas cis (Fig. 1). El glucocalix de las microvellosidades 
ipicales mostró afinidad por WGA y LFA. En las glándulas serosas, los gránulos 
ecretores reaccionaron con WGA y LFA (Fig. 2), mientras que sólo algunos gránulos 
nostraron afinidad por ConA. El retículo endoplásmico rugoso fué marcado por ConA
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y algunas cisternas del aparato de Golgi fueron reactivas a HPA, WGA y LFA. E 
glucocalix de las microvellosidades apicales fué marcado por WGA y LFA. Tanto en laí 
glándulas mucosas como en las serosas la superficie de las interdigitaciones laterales 
mostró afinidad por LFA.
La reacción de HPA en las cisternas cis del aparato de Golgi indica la adición de 
N-acetilgalactosamina en los primeros pasos de la O-glucosilación (Madrid et al. 1990) 
Este resultado demuestra una síntesis de O-glucoproteínas en las células mucosas ) 
serosas. Además la reacción de ConA en el retículo endoplásmico se podría correspon 
der con la síntesis de N-glucoproteínas en las células serosas.
Los presentes resultados indican que mientras las glándulas mucosas contiener 
principalmente O-glucoproteínas, las glándulas serosas probablemente sintetizen N 
y O-glucoproteínas.
Bibliografía:
Kaliner M., Shelhamer J.H., Borson B., Nadel J., Patow C., Marom Z. (1986): Humad respiratory mucus 
Am. Rev. Respir. Dis. 134, 612.
Madrid J.F., Ballesta J., Castells M.T., Hernández F. (1990): Glycoconjugate distribution in the humar 
fundic mucosa revealed by lectin- and glycoprotein-gold cytochemistry. Histochemistry (in press).
Plotkowski M.C., Girod-Vaquez S„ Hinnrasky J„ Fuchey C., Ploton D., Puchelle E. (1990): Ultrastructura 
comparative distribution of carbohydrates in human tracheal and frog palate mucosa using neurami 
nidase and lectin-colloidal gold complexes. J. Submicrosc. Cytol. Pathol. 22, 79.
Fig. 1. Glándula mu 
cosa. HPA. Esta lee 
tina se une a las cis 
ternas cis del apara­
to de Golgi. X 
67.000.
Flg. 2. Glándula se­






Comparación del test de Crump y Danks con una técnica original 
basada en el estudio ultraestructural de los poros sudoríparos 
con SEM.
CASTILLA, M.A.; PADRON, J.J.; CALAP, J.; PERIS, J.
Medicina (Dermatología)
Facultad de Medicina. Universidad de Cádiz.
Introducción: En la clínica dermatológica existen procesos que cursan 
con hiperhidrosis, con hipohidrosis o con anhidrosis.
Crump y Danks (1) idearon un test con el objeto de visualizar los 
poros sudoríparos con un microscopio óptico.
En el presente trabajo hemos realizado un estudio comparativo del 
test de Crump y Danks con una técnica original basada en el estudio 
ultraestructural de los poros sudoríparos con SEM.
Material y Métodos:
Para realizar el test de Crump y Danks hemos aplicado una fina pelí­
cula de una mezcla de acetato de celulosa al 2% y una solución de 
cresil violeta, en el pulpejo del dedo de 10 enfermos con diversas 
dermatosis (3 eczemas de contacto, 2 dermatitis atópica, 1 caso de 
enfermedad de Darier, 1 caso de síndrome de Siemens, 3 casos de hi­
perhidrosis idiopáticas y a 2 personas controles. Los resultados se 
han comparado con nuestra técnica (2), con un ME, SEM JEOL JSM 820.
Resultados y Discusión:
I) Tanto en los eczemas de contacto como en la atopia no hemos encon­
trado ninguna alteración ni en el número de poros sudoríparos ni en 
su morfología.
II) En la enfermedad de Darier encontramos una disminución discreta 
en el número de poros.
III) En un caso de síndrome de Siemens se observó una ausencia total 
de los poros sudoríparos que fué confirmado con la biopsia. 
Comentario: En 1974 en la VI Reunión de la SEME (Salamanca) propusi­
mos una técnica para el estudio de los poros sudoríparos consistente 
en la realización de una "viruta" epidérmica con una hoja de bisturí, 
con desplazamiento tangencial casi paralelo a la superficie de la 
piel, con un ángulo de inclinación muy pequeño. Este fragmento epi­
dérmico recubierto de oro y visto al ME SEM, permite la visualización
31
a 65 aumentos de unos 25 a 30 poros sudoríparos por cada fragmento. 
Dado que el diagnóstico del síndrome de Siemens se basa en la compro­
bación de la ausencia de las glándulas sudoríparas y teniendo en 
cuenta que algunos padres han rechazado la biopsia, nos parece de 
interés el test de Crump y Danks, o bien la alternativa propuesta 
por nosotros (2) ya que en ninguno de estos casos es necesario reali­
zar una biopsia.
Bibliografía
1. CRUMP, I.A. y DANKS, D.M. Hypohidrotic ectodermal dysplasia. A 
study of sweet pores in the X linked form in a Family with probable 
autosomal recessive inheritance. J. Pediat. 78, 466-473 (1971).
2. CALAP, J., BRINES, J., ESCRIBANO, A., MASCARO, J.M. y J. COLOMER. 
Técnica sencilla para el diagnóstico precoz de la Displasia ectodér- 
mica hipohidrótica. Med. esp., 71, 161-165 (1974).
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CELULAS SEN SO R IALES DEL ORGANO DE LA L I N E A  LATERAL DE Gam- 
b u s i a  a f f i n i s . ESTUDI O ULTRAESTRUCTURAL P R E L I M I N A R .
R a f a e l  C e r n u d a ,  M^ A n g e l e s  d e l  B r í o ,  An a  C o t o ,  P e d r o  
R i e r a ,  J o s é  M a n u e l  G a r c í a  E d e z .
MORE OL OGI A Y B I O L O G I A  CELULAR
U N I V E R S I D A D  DE OV I EDO.
n ro uccion. La  pj_e l  de  c i c l ó s t o m o s ,  p e c e s  y a n f i b i o s  p r e s e n t a  un 
s i s t e m a  s e n s o r i a l  s u p e r f i c i a l  d e n o m i n a d o  ó r g a n o  de  l a  l í n e a  l a ­
t e r a l ,  s e n s i b l e  a m o v i m i e n t o s  y e s t í m u l o s  v i b r a t o r i o s  d e l  m e d i o  
: i r c u n d a n t e .  E s t e  ó r g a n o  e s t á  c o n s t i t u i d o  p o r  c o r p ú s c u l o s  s e n s o  
' i a l e s  d e n o m i n a d o s  n e u r o m a s t o s  ( W r i g h t ,  1 8 8 5 )  d i s t r i b u i d o s  p o r -  
: o d a  l a  s u p e r f i c i e  d e l  a n i m a l  y g u e  c o n s t a n  de c é l u l a s  s e n s o r i a  
Les y c é l u l a s  a c c e s o r i a s .  D e b i d o  a s u s  s e m e j a n z a s  e n  u l t r a e s t r u c  
- u r a ,  d e s a r r o l l o  y f i l o g e n i a  c o n  e l  o i d o  i n t e r n o  de  v e r t e b r a d o s  
5e l e  a g r u p a  c o n  é s t e  c omo  e l  s i s t e m a  "  a c ú s t i c o -  1 a t e r a  1 i s " . E l  
) b j e t i v o  de  n u e s t r o  e s t u d i o  f u e  l a  u l t r a e s t .  de l a s  c é l .  s e n s .
Material y Métodos: Se h a n  u t i l i z a d o  i n d i v i d u o s  a d u l t o s  de  l a  e s p e c i e  
l a m b u s i a  a f f i n i s . Una v e z  a n e s t e s i a d o s  c o n  M 5 - 2 2 2 ,  f u e r o n  f i j a -  
i o s  p o r  i n m e r s i ó n  e n  g l u t a r a l d e h i d o  5 % en  t a m p ó n  f o s f a t o  0 . 1 M  y 
>H 7 . 4 ,  d u r a n t e  2 h o r a s  a t e m p .  amb .  P o s t e r i o r m e n t e  s e  e x t r a j e -  
on  l o s  n e u r o m a s t o s  p o r  d i s e c c i ó n  y s e  r e a l i z ó  u n a  p o s t f i j a c i ó n  
■n t e t r ó x i d o  de  o s m i o  1 . T r a s  u n a  d e s h i d r a t a c i ó n  en  a c e t o n a ,  se 
n c l u y ó  e l  m a t e r i a l  en  r e s i n a  E p o n .  L a s  s e c c i o n e s  u l t r a f i n a s  se 
i b t u v i e r o n  c o n  un  u 1 1 r a m i c r o t o r n o  R e i  c h e r t - J u n g  U l t r a c u t  y s e  mon 
a r o n  e n  r e j i l l a s  de  c o b r e .  Una v e z  c o n t r a s t a d s  c o n  a c e t a t o  de 
i r a n i l o  y c i t r a t o  de  p l o m o ,  l a s  m u e s t r a s -  f u e r o n  o b s e r v a d a s  e n  un  
l i c r o s c o p i o  e l e c t ó n i c o  J e o l  2 0 0 0  E X11 .
Resultados y Discusión: L a s  c é l u l a s  s e n s o r i a l e s  p r e s e n t a n  u n a  m o r f o l o -  
i a  p i r i f o r m e  y un  c i t o p l a s m a  e l e c t r ó n - d e n s o . En e l  á p i c e  a p a r e  
e un  p a g ú e t e  de e s t e r e o c i l i o s  y 1 ú n i c o  c i n e t o c i l i o  ( 9 + 2 )  gue  
o n f i e r e n  u n a  p o l a r i d a d  a p i c a l  a l a  c é l u l a ,  l i g a d a  a s u  f u n c i o -  
a m i e n t o  ( E l o c k  y W e r s á  11 , 1 9 6 2  ; E l o c k ,  1 9 6 5 ,  e t c ) .  En e s t a  z o n a  
e e s t a b l e c e  u n a  f u e r t e  u n i ó n  a l a s  c é l u l a s  de  s o p o r t e  v e c i n a s  
e d i a n t e  un c o m p l e j o  de  u n i ó n .  E s t a s  c é l u l a s  v e c i n a s  p a r e c e n  j u  
a r  t a m b i é n  un  p a p e l  de  a i s l a m i e n t o  ( H a m a ,  1 9 6 5 ) .
Se p u e d e  o b s e r v a r  un a p .  de  G o l g i  d e s a r r o l l a d o ,  e s c a s a s  c i s -  
e r n a s  de  R . E . R . , a b u n d a n t e  R . E . L . ,  c u e r p o s  m u l t i v e s i c u l a r e s  y 
na r e d  de  m i c r o t ú b u l o s  o r i e n t a d a  s e g ú n  e l  e j e  l o n g i t u d i n a l .
T a l  v e z  l a  c a r a c t e r í s t i c a  más i n t e r e s a n t e  s e a  l a  p r e s e n c i a  
e u n a s  i n c l u s i o n e s  d e n s a s  de  a s p e c t o  g r a n u l a r ,  q u e  s e  s i t ú a n  
a n t o  d e n t r o  d e l  n ú c l e o  ( f i g .  1 )  c o mo  en  e l  c i t o p l a s m a .
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I n c l u s i o n e s  s i m i l a r e s  y a  h a n  s i d o  d e s c r i t a s  en  o t r a s  e s p e c i e s  
de  T e l e ó s t e o s  y a n f i b i o s  ( V a ma d a  y Hama,  1 9 7 2 , e t c ) ,  p e r o  s u  n a ­
t u r a l e z a  y s i g n i f i c a d o  e s  a ú n  d e s c o n o c i d a .  T w e e d l e  ( 1 9 7 7 )  l o s  
c o n s i d e r a  u n a  e t a p a  en  e l  d e s a r r o l l o  de  l o s  c u e r p o s  s i n á p t i c o s  
l a  p r e s e n c i a  i n t r a n u c l e a r  de  e s t a s  i n c l u s i o n e s  o b s e r v a d a  en  G.  
a f  f  i n  i  s p a r e c e  i n v a l i d a r  e s t a  t e o r í a .
En l a  p o r c i ó n  b a s a l  s e  o b s e r v a  un a c u m u l o  i m p o r t a n t e  de  v e s  
c u l a s ,  q u e  a p a r e c e n  a s o c i a d a s  a l a s  s i n a p s i s  a f e r e n t e s .  E s t e  t  
p o  de  s i n a p s i s  p r e s e n t a  un  c u e r p o  p r e s i n á p t i c o  d e n s o  de m o r f o l c  
g í a  v a r i a b l e .  En a l g u n a s  o c a s i o n e s ,  t a m b i é n  s e  o b s e r v a n  u n a  s e ­
r i e  de  d e n s i f i c a c i o n e s  a d o s a d a s  a l a  m e m b r a n a  p r e s i n á p t i c a , as  
c o mo  un  l i g e r o  e n g r o s a m i e n t o  de  l a  m e m b r a n a  p o s t s i n á p t i c a  ( f i g  
2 ) . E s t a s  e s t r u c t u r a s  y a  h a n  s i d o  o b s e r v a d a s  e n  o t r a s  e s p e c i e s  
( E k s t r o m  v o n  L u b i t z ,  1 9 8 1 ,  e t c )  p e r o  su  s i g n i f i c a d o  e s t á  p o c o  
c l a r o .  T a m b i é n  s e  o b s e r v a  un  s e g u n d o  t i p o  de  s i n a p s i s  o s i n a p ­
s i s  e f e r e n t e  c a r a c t e r i z a d a  p o r  p r e s e n t a r  t e r m i n a l e s  de g r a n  t a ­
maño  c a r g a d o s  de v e s í c u l a s  y un  a p a r a t o  s u b s i n á p t i c o  r e p r e s e n t ;  
do  p o r  u n a  c i s t e r n a  a p l a n a d a  p a r a l e l a  a l a  m e m b r a n a  p o s t s i n á p t  
c a  ( f i g . 3 )  t a m b i é n  o b s e r v a d o  en  o t r a s  e s p e c i e s  ( B l a x t e r ,  1 9 8 7 )
Bibliografía: - B L A X T E R ,  J . H . S .  ( 1 9 8 7  ) .  S t r u c t u r e  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  
t h e  l a t e r a l  l i n e .  B i o l  Rev  6 2 :  4 7 1 - 5 1 4 .
- EKSTROM VON L U B I T Z ,  D . J . K .  ( 1 9 8 1 ) .  U 1 1 r a s t r u c t u r e  o f  t h e  l a t e ­
r a l  l i n e  s e n s e  o r g a n s  o f  t h e  r a t f i s h ,  C h i m a e r a  M o n s t r o s a  . C e l l  
T i s s u e  R e s .  2 1 5 :  6 5 1 - 6 6 5 .
- E L  OCK, A . y WE R S A L L , J . ( 1 9 6 2  ) .  S y n a p t i c  s t r u c t u r e s  i n  t h e  l a t e ­
r a l  l i n e  o r g a n  o f  t h e  t e l e o s t  f i s h  L o t a  v u l q a r i s . J . C e l l  B i o l .  
- H A M A , K .  ( 1 9 6 5 )  Some o b s e r v a t i o n s  on  t h e  f i n e  / 1 3 : 3 3 7 - 3 4 4 .
S t r u c t u r e  o f  t h e  L a t . L i n e  O r g a n  o f  t h e  J a p a n e s e  s e e  e a l .  J . C . B .
2 4 : 1 9 3
F i g . 1 . - X 1 2 0 0 0 E i g . 2 . - X 6 5 0 0 0  F i g . 3 . - X 4 0 0 0 0
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L O C A L I Z A C I O N  D E  G L U C O C O N J U G A D O S  E N  E S P E R M A T O Z O I D E S  D E  
H A M S T E R  E N  E L  E P I D I D I M O :  E S T U D I O  C O N  L E C T I N A S .’
N .  C o r t a d e l l a s  y  J .  G a r c í a .VaU*-o.
S e r v .  C i e n t í f i c o  -  T é c n i c o s  y  U n i d a d  d e  B i o l o g í a  
C e l u l a r .
U n i v e r s i d a d  d e  B a r c e l o n a .
E n  l o s  m a m í f e r o s ,  e l  r e c o n o c i m i e n t o  e n t r e  l o s  
a m e t o s  s e  p r o d u c e  p o r  m e d i a c i ó n  d e  g l u c o p r o t e í n a s  p r e s e n t e s  e n  
a  s u p e r f i c i e  d e l  ó v u l o  y  d e l  e s p e r m a t o z o i d e  ( F r a s e r  y  A h u j a ,  
9 8 8 ) .  G e n e r a l m e n t e  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  d e  l a s  r e g i o n e s  
r o x i m a l e s  d e l  e p i d í d i m o  s o n  i n c a p a c e s  d e  r e c o n o c e r  a l  ó v u l o  y  
e r t i l i z a r l o  ( O r g e b i n t - C r i s t  y  c o l . ,  1 9 7 2 ) .  E n  e l  h a m t e r  e s t a  
a p a c i d a d  s e  a d g u i e r e  e n  l a  r e g i ó n  p r o x i m a l  d e l  c a u d a  ( H o r a n  y  
e d f o r d ,  1 9 7 2 ) ,  y  s e  e n c u e n t r a  r e l a c i o n a d a ,  c o m o  e n  m u c h a s  o t r a s  
s p e c i e s ,  c o n  d i s t i n t o s  c a m b i o s  b i o g u í m i c o s  d e l  e s p e r m a t o z o i d e  
p r o c e s o  d e  m a d u r a c i ó n  d e l  e s p e r m a t o z o i d e ) .
Material y Métodos:
M u e s t r a s  d e l  c a p u t  y  c a u d a  d e l  e p i d í d i m o  s e  
i j a r o n  e n  4 %  p a r a r f o r m a l d e h i d o  -  0 . 1 %  g l u t a r a l d e h i d o  e n  P B S
0 . 1  M ,  p H  7 . 4 ) ,  d u r a n t e  3 0  m i n u t o s  a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e ,  
o s t e r i o m e n t e  s e  r e a l i z a r o n  l a s  i n c u b a c i o n e s  c o n  d i v e r s a s  
e c t i n a s  ( C o n  A ,  W G A , P N A ,  U E Á - I ,  D B A )  m a r c a d a s  c o n  o r o  
o l o i d a l  d e  1 6  n m .  L a s  o b s e r v a c i o n e s  c o n  m i c r o s c o p í a  ó p t i c a  s e  
l e v a r o n  a  c a b o  p r e v i a  a m p l i f i c a c i ó n  c o n  p l a t a  ( I n t e n s e  M ,  
a n s s e n ) ;  c o n  T . E . M . ,  s e  r e a l i z ó  u n  e s t u d i o  " i n  t o t o "  d e l  
s p e r m a t o z o i d e .
Resultados y Discusión:
L a  d i s t r i b u c i ó n  d e  m a r e a j e  c o n  l a s  d i s t i n t a s  
e c t i n a s  u t i l i z a d a s  s e  o b s e r v ó  p r i n c i p a l m e n t e  e n  l a  c a b e z a  d e l  
s p e r m a t o z o i d e  y  m á s  c o n c r e t a m e n t e  e n  e l  a c r o s o m a ,  e x c e p t o  e n  
1 c a s o  d e  l a  W G A ,  g u e  s e  o b t u v o  m a r e a j e  e n  e l  f l a g e l o  c o n  
s p e r m a t o z o i d e s  d e l  c a u d a  e p i d i d i m a l .
L o s  r e s u l t a d o s  d e m u e s t r a n  q u e  p a r a  c a d a  u n o  d e  l o s  
e c e p t o r e s  e s t u d i a d o s ,  s e  p r e s e n t a n  p a t r o n e s  d e  d i s t r i b u c i ó n  
a r a c t e r í s t i c o s  y  q u e  v a r í a n  p a r a  u n  m i s m o  r e c e p t o r  e n t r e  
s p e r m a t o z o i d e s  p e r t e n e c i e n t e s  a l  c a p u t  y  c a u d a  d e l  e p i d í d i m o .
E s t a s  m o d i f i c a c i o n e s ,  o b s e r v a d a s  t a m b i é n  e n  o t r a s  e s p e c i e s  
orno e l  t o r o ,  c o n e j o ,  r a t ó n ,  c h i m p a n c é  ( F r i e s s ,  1 9 8 4 ;  D e l p e c h ,  
9 8 8 ;  K o e h l e r ,  1 9 7 8 ;  Y o u n g ,  1 9 8 6 )  s e  c o n s i d e r a n  c o m o  p a r t e  d e l  
r o c e s o  d e  m a d u r a c i ó n ,  p o r  e l  c u a l  e l  e s p e r m a t o z o i d e  a d q u i e r e  
u  c a p a c i d a d  p a r a  f e r t i l i z a r  a l  ó v u l o .
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E n  l a  m e m b r a n a ,  l o s  c a m b i o s  s o n  p r o b a b l e m e n t e  e l  r e s u l t a d  
d e  l a  i n t e r a c c i ó n  d e l  e s p e r m a t o z o i d e  c o n  e l  m e d i o  e p i d i d i m a  
( F r i e s s , 1 9 8 4 ) :
-  D e g r a d a c i ó n  d e  c j l u c p p r o t e í n a s  p o r  p r o t e a s a s  o  a l t e r a c i ó  
d e  l o s  o l i g o s a c á r i d o s ' p o r *  g l u c o s i d a s a s .
A b s o r c i ó n  d e  s u b s t a n c i a s  d e l  m e d i o  e p i d i d i m a l  q u  
e m m a s c a r e n  l o s  r e c e p t o r e s .
E l  s i g n i f i c a d o  f u n c i o n a l  d e  e s t a s  m o d i f i c a c i o n e s ,  n o  s  
c o n o c e ,  p e r o  p r o b a b l e m e n t e  e s t é n  r e l a c i o n a d a s  c o n  l o s  m e c a n i s m o  
d e  r e c o n o c i m i e n t o  ó v u l o  -  e s p e r r a a t o z i d e .
S e g m e n t o  a p i c a l ( S A ) , S  p r i n c i p a l ( S P ) ,S  e q u a t o r i a l ( S E ) .
Fig.l. M . O .  Con A ,  e s p e r m a t o z o i d e s  d e  l a  r e g i ó n  d e l  c a p u t  
M a r e a j e  d e l  S A ,  S P  y  S E .  ( x  2 5 0 ) .
Fig.2. M . O .  Con A ,  e s p e r m a t o z o i d e s  d e  l a  r e g i ó n  d e l  c a u d a  
M a r e a j e  d e l  S A ,  S P  y  flagelo, ( x  4 5 0 ) .
Fig.3. M . O .  U E A - I , c a u d a .  M a r e a j e  d e l  S A .  ( x  5 5 0 ) .
Fig.4. M . O .  W G A ,  c a p u t .  M a r e a j e  d e l  S A  y  S P .  ( x  5 0 0 ) .
Fig.5. M . E . T .  W G A ,  r e g i ó n  d e l  c a p u t .  O b s é r v e s e  e l  m a r c a j  
d e l  S A  y  S P  d e l  a c r o s o m a .  N ó t e s e  l a  c o r r e s p o n d e n c i a  c o n  l a  i m á g e  
d e  l a  F i g . 4 .
Bibliografía:
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PATRONES MICROSCOPICOS M ICRO VELLO SITARIO S DE LA VELLO SIDAD  
IN T E S T IN A L .
Crespo, PV., Campos, A.
Departameto de H isto logía y B iología C elu lar. Facultad de Medicina. U n ive rs idad  
de Granada. 18071 Granada.
Introducción:
El es tud io  de la población ce lu la r que re v is te  la s u p e rfic ie  in tes tin a l 
co n s titu y e  uno de los o b je tiv o s  básicos para  el conocim iento b iopa to lóg ico  de 
la m alabsorción in te s tin a l (1, 2). En este sen tido , realizamos un es tud io  
postnata l c u a n tita tiv o  experim enta l en ra ta  con m icroscopía e lec trón ica  de 
b a rr id o  de la densidad m ic ro ve llo s ita ria  a lo la rgo  de la ve llos idad  in tes tin a l 
del ileón 'en  las zonas ZMV, ZFV y Z0.
Materia l y Métodos:
Para d icho  es tud io  hemos u tiliza d o  15 ra tas  W istar que sacrificam os en los 
períodos de recién nacido, de 80 dias y de 160 dias de edad. Las m uestras 
fu e ro n  procesadas para  m icroscopía e lec trón ica  de b a rr id o  según la pauta 
m etodológica d e sc r ita  en tra b a jo s  p re v ios  (3), y fue ro n  analizados en un 
m icroscopio  e le c trón ico  de b a rr id o  P h ilip s  505, rea lizándose poste rio rm en te  un 
es tud io  m orfom étrico  y un aná lis is  estad ístico .
Resultados y Discusión:
N uestros resu ltados  reve lan  que los patrones de densidad m ic ro ve llo s ita ria  a 
n ive l del ileón presen tan  va riac iones s ig n if ic a tiv a s  en las tre s  zonas 
estud iadas a lo la rgo  de la ve llos idad . E xistiendo  una d ism inución p ro g re s iv a  
de la densidad m ic ro ve llo s ita ria  desde ZMV, ZFV y ZD. Dicho fenómeno es 
re p e tit iv o  en cada una de las etapas analizadas. Por o tra  pa rte , destaca el 
hecho de que la densidad m ic ro ve llo s ita ria  alcanza los va lo res más a ltos a n ive l 
de la ZMV de RN (46,19) y de 160 dias (47,97) y mínimos a n ive l de la ZD de 80 
dias (15,97) como se señalan en las f ig u ra s  nQ 1, 2 y 3. La in te rp re ta c ió n  de 
estos datos re su lta  sumamente compleja. En p r in c ip io  puede p roba rse  que la 
densidad m ic ro ve llo s ita ria  parece es ta r en a lguna  medida re lacionada con los 
modelos de renovación ce lu la r p ropuesta  para el e p ite lio  in te s tin a l en dicho 
período. Por ú ltim o, debemos seña la r al igual que C larke  (4), que los cambios
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ex is ten tes  en el desa rro llo  postnata l se re lacionan con fac to res  nerviosos, 
hormonales y evidentem ente n u tr i t iv o s  y sug ie ren  una más p ro fu n da  
inves tigac ión .
Bibliografía
DPoley, J.R. (1983). SEM I I I :  1293.
2 ) Motta, P.M. y Fujita, H. (1988). M artinus N ijh o ff P ub lish ing . Boston.
3 ) Crespo, P.V. y cois. (1989). H isto l. Med. 5:69.
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INVASION POR MACROFAGOS DEL AREA DE MUERTE CELULAR EN LA VESICULA DEL 
CRISTALINO DEL EMBRION DE POLLO DURANTE SU DESPRENDIMIENTO DEL ECTODERMO: 
ESTUDIO A MICROSCOPIA ELECTRONICA E INMUNOCITOQUIMICO.
M.A. Cuadros1, C. Martin2, G. Mart1n-Part1do3, A. Ríos1, J. Navascuós1
1 D p t o .  B i o l o g í a  C e l u l a r ,  F a c .  C i e n c i a s ,  U n i v .  G r a n a d a ,  G r a n a d a .
2 I n s t i t u í  d ’ E m b r y o l o g i e  C e l  l u l a i r e  e t  M o l é c u l a i r e ,  CNRS, N o g e n t - s u r - M a r n e ,  
F r a n e e .
3 D p t o .  C i e n c i a s  M o r f o l ó g i c a s  y  B i o l o g í a  C e l u l a r  y  A n i m a l ,  F a c .  C i e n c i a s ,  
U n i v .  E x t r e m a d u r a ,  B a d a j o z .
Introducción: Durante el cierre de la vesícula del cristalino del embrión de 
pollo, su epitelio muestra uri área de muerte celular. Las células fagoclticas 
libres asociadas a la misma hablan sido Interpretadas en la literatura como 
derivadas del epitelio de la vesícula del cristalino (García-Porrero et al., 
1984). Con objeto de comprobar su origen, hemos analizado estas células en 
embriones de pollo con microscopía electrónica de barrido y transmisión y con 
tinción histoquimica para la fosfatasa ácida, y en quimeras pollo-codorniz de 
saco vitelino, mediante tinción inmunodtoqulmica con el anticuerpo monoclonal 
MB-1. Dicho anticuerpo revela la expresión de un antlgeno de superficie 
específico de células endoteliales y células hematopoyéticas de codorniz 
(Péault et al., 1983).
Material y Métodos: |_os embriones de pollo utilizados estaban comprendidos entre 
los estadios 14 y 24 de Hamburger y Hamilton (HH14-HH24). Para microscopía 
electrónica de barrido y transmisión se utilizó la metodología de rutina 
(Martín-Partido y Navascués, 1990). La detección histoquimica de la actividad 
fosfatasa ácida se llevó a cabó mediante la técnica de Burstone (Higuchl et 
al., 1979), que utiliza fosfato de naftol como substrato. Las quimeras pollo- 
codorniz de saco vitelino se consiguieron sustituyendo el área central del 
blastodermo de un embrión de codorniz de 7-11 somitas por una reglón 
equivalente de un embrión de pollo de desarrollo similar (Martin, 1972). Estas 
quimeras se trataron con el anticuerpo MB-1 (Péault et al., 1983), que fue 
revelado mediante el complejo biotina-estreptavidina-peroxldasa.
Resultados y Discusión: Nuestros resultados han revelado que en el espacio entre 
el ectodermo y la vesícula del cristalino comienzan a aparecer células libres 
de contornos redondeados y aspecto ameboide en el estadio HH16, siendo muy 
numerosas en HH17. En este estadio del desarrollo se observan rodeando al 
tallo del cristalino (Fig. 1). En secciones semlflnas, el citoplasma de estas 
células muestra numerosos fragmentos picnóticos, loque demuestra su actividad 
fagocítica. Con microscopía electrónica de transmisión, los rasgos 
morfológicos más característicos de las células fagoclticas Ubres asociadas 
a la vesícula del cristalino consiste en la presencia de un núcleo de 
contornos irregulares, con una fina banda de heterocromatina bajo la envoltura 
nuclear, y un citoplasma con numerosas vacuolas digestivas, mltocondrias de 
matriz clara y escasas cisternas de retículo endoplasmático. Estos caracteres 
coinciden con los mostrados por macrófagos que invaden otros tejidos 
embrionarios (Cuadros, 1986; Martín-Partido y Navascués, 1990), sug1riendo que
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las células libres asociadas a la vesícula del cristalino durante su cierre 
y desprendimiento del ectodermo son macrófagos.
Esta posibilidad ha sido confirmada por los resultados obtenidos con 
técnicas histoquimicas e 1nmunoc1toqu1micas. En efecto, a diferencia de las 
células epiteliales que fagocitan restos celulares, los fagocitos libres en 
el espacio entre el ectodermo y el epitelio del cristalino exhiben una intensa 
actividad fosfatasa ácida, como es típico de macrófagos. Además, en quimeras 
pollo-codorn1z de saco vitelino, los fagocitos libres son MB-1 positivos (F1g.
2), permitiendo concluir que proceden de células de linea hemangloblástica que 
se han originado en el área vasculosa extraembrionaria en estadios posteriores 
a la operación quirúrgica para la obtención de la quimera (estadios HH9-11). 
La procedencia hemangioblástica de estas células está de acuerdo con su 
naturaleza macrofáglca y descarta su procedencia del epitelio del cristalino.
Tanto en el mesónquima adyacente a la copa óptica como en los bordes de 
la misma se observan células ameboldes, que presentan actividad fosfatasa 
ácida y son MB-1 positivas, lo que sugiere que los macrófagos asociados a la 
vesícula del cristalino migran desde el mesénquima que rodea al esbozo ocular.
En el espacio entre el ectodermo y la vesícula del cristalino, los 
macrófagos eliminan restos de células muertas, contribuyendo asi a la total 
desaparición del área de muerte celular que participa en el cierre de la 
vesícula del cristalino.
Bibliografía
C u a d r o s  HA ( 1 9 8 6 )  T e s i s  D o c t o r a l .  U n i v .  G r a n a d a .
G a r c í a - P o r r e r o  JA ,  C o l v é e  E,  O j e d a  JL ( 1 9 8 4 )  A n a t .  R ec .  2 0 8 : 1 2 3
H i g u c h i  S ,  Suga H ,  D a n n e n b e r g  AH,  S c h o f i e l d  BH ( 1 9 7 9 )  S t a i n  T e c h n o l .  5 4 : 5
H a r t i n  C ( 1 9 7 2 )  Compt .  Rend .  S e á n c e s  S oc .  B i o l .  ( P a r i s )  1 6 6 : 2 8 3
H a r t í n - P a r t i d o  G, N a v a s c u ó s  J  ( 1 9 9 0 )  J .  N e u r o c y t o l . 1 9 : 8 2 0
P é a u l t  BH, T h i e r y  J P ,  L e D o u a r i n  NH ( 1 9 8 3 )  P r o c .  N a t i .  A cad .  S c i .  USA 8 0 : 2 9 7 6
F ig .  1: M ic ro s c o p ía  e le c t r ó n ic a  de b a r r id o  
de la  v e s íc u la  d e l c r i s t a l i n o  de un em brión  
de p o l lo  de HH17, después de e l i s i n a r  e l 
ec tode rm o que la  c u b re . Se obse rvan  numero­
sas c é lu la s  l i b r e s  sob re  su s u p e r f ic ie .
F ig .  2 : S ecc ión  c o ro n a l de la  v e s íc u la  d e l 
c r i s t a l i n o  de una qu im era  p o l lo - c o d o r n iz  de 
HH19, t r a ta d a  inm un o c ito q u ím ica m e n te  pa ra  
poner de m a n if ie s to  la s  c é lu la s  que expresan  
el a n tíg e n o  MB-1.
4 0
SONDAS MONOCLONALES EN EL MAPEO ANTIGENICO DE LA INFECCION NATURAL 
POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA
Cuevas L.f Santa María I., Herrera M.I., Sánchez-Alonso F.* y 
Nájera R.
Servicio de Microscopía Electrónica 
Centro Nacional de Biología Celular y Retrovirus.Instituto de Salud 
Carlos III. Majadahonda (Madrid).'Hospital Clínico S.Carlos (Madrid).
Introducción:Todavía existen diversas incógnitas en el conocimiento de la infección natural 
por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). Tras un primer encuentro con el virus, la 
persona puede sufrir una infección silente, antes de desarrollar anticuerpos. Por otra 
parte, las personas seropositivas pueden permanecer sanas durante largos períodos. Una 
importante variable a estudiar es la sensibilidad de la célula huésped a la replicación del 
virus, medida, p. ej., por la expresión de antígenos "in vivo" en los individuos infectados, 
o por períodos de viremia (primordial por sus implicaciones en la patología y transmisión 
del virus), constituyendo el objetivo de nuestro estudio, en el que se combina la 
Inmunomicroscopía Electrónica de Barrido con sondas monoclonales marcadas con oro coloidal 
para la detección de antígenos de VIH, por sus ventajas (1), con otras técnicas virológicas.
Material y Métodos: Se han estudiado muestras de células mononucleares de sangre periférica 
(PBMC) de dos grupos diferentes de personas: A) 20 seropositivos asintomáticos (grupo
CDCII), adictos a drogas por vía parenteral (ADVP); B) 24 mujeres con sospecha de riesgo 
para SIDA (13 con condilomas y/o papilomas genitales, 3 con neoplasia intraepitelial de
cérvix, 2 con enfermedad inflamatoria pélvica, 2 ADVP y con enfermedad de transmisión
sexual, 2 con posible transmisión percutánea o parenteral', 1 con salpingitis y 1 pareja de
un caso con SIDA). Técnicas: grupo A) M.E. y serología; grupo B) M.E., aerología, 
aislamiento y PCR. Mapeo antigénico con anticuerpos monoclonales anti-p24 y anti-gp41 
(anticuerpos primarios), e Igs de cabra anti-IgG de ratón ligadas a oro coloidal de 30 nm 
(anticuerpos secundarios). El estudio se realizó utilizando un microscopio electrónico 
TEM/STEM (modo SEM, a 120 kv) con detectores de electrones secundarios y de retrodispersados.
Resultados y Discusión:
GRUPO A): El porcentaje total de casos positivos por Inmunomicroscopía Electrónica de 
Barrido fue del 30X (6/20). Los casos positivos se distribuyeron asi: 15X (3/20) fueron
positivos tanto para p24 como para gp41; 5X (1/20) fueron positivos sólo para p24, y 10X 
(2/20) fueron positivos sólo para gp41.
El porcentaje del 30X es similar al en contrado por algunos autores en estudios de 
individuos del grupo CDCII que fueron positivas por aislamiento en plasma (2) o expresaban 
antígeno p24 en células mononucleares de sangre periférica mediante citometría de flujo (3).
GRUPO B): a) Se encontró una infección abierta (presencia de anticuerpos) en 3 casos 
(12.5X): 2 ADVP (1 con enfermedad inflamatoria pélvica, 1 con frecuentes abortos) y 1 caso
cuya pareja tenía SIDA.
b) Se obtuvieron resultados serológicos indeterminados (EIAs sin confirmar) en 3 casos 
(12.5X): 1 ADVP con frecuentes abortos, 1 caso de salpingitis, 1 caso de condilomas.
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c) Otros 3 casos (12.5%) fueron compatibles con posibles infecciones silentes (ausencia 
o no confirmación de anticuerpos; aislamiento del virus en plasma y/o Inmunomicroscopia 
Electrónica positiva): 1 ADVP con frecuentes abortos, 1 con enfermedad inflamatoria pélvica 
y 1 con condilomas.
Estos datos pueden indicar que el riesgo de infección por VIH en adictos a drogas por 
vía parenteral se ve incrementado en aquellos que tienen, además, enfermedades de 
transmisión sexual. También parece ser un factor de riesgo, para contraer la infección por 
VIH, la enfermedad infecciosa pélvica, uno de cuyos factores de predisposición es la 
promiscuidad sexual, y que puede ocurrir por diseminación linfática o hematógena de la 
infección del tracto genital inferior.
La asociación de lesiones genitales con la infección por VIH necesita una mayor 
profundización mediante métodos óptimos de detección y estudios de seguimiento. En este 
sentido, la Inmunomicroscopía Electrónica de Barrido utilizando anticuerpos monoclonales, 
oro coloidal y un detector de electrones retrodispersados (Fig. 1), aporta una serie de 
ventajas como su especificidad, sensibilidad y rapidez, que la hacen especialmente indicada 
para el estudio "in vivo" de infecciones, como la del VIH, en las que pueden existir 
períodos crípticos o de replicación incompleta con bajos niveles de expresión antigénica, 
donde otras técnicas tienen sus limitaciones.
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Fig.1. Micrografía do 
ble (MEB-e.retrodis- 
persados/MEB-e.secun­
darios) de dos linfoci 
tos, uno de ellos in­
fectado por VIH (MEB- 
e.retrodispersados, a 
la izquierda),mostran 
do morfología alterada 
El linfocito normal no 
presenta marcado.
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TIPOS DE TANICITOS EN EL HIPOT ALAMO MEDIO DEL CONEJO 
(Oryctolagus cuniculus)
M ̂ Angeles del Brío; Pedro Riera; José Manuel García; 
Rafael Cernuda; Ana Coto.
Morfología y Biología Celular
Universidad de Oviedo
Introducción:
Se ha realizado el estudio óptico y ultraestructural con 
microscopía electrónica de transmisión y barrido, de los t i ­
pos de tanicitos gue se encuentran en el epéndimo que tapiza 
la pared del tercer ventrículo, a nivel del hipotálamo medio 
en el conejo (Oryctolagus cuniculus). Se describen cuatro ti­
pos diferentes de tanicitos, según su merfología y l o ca li za­
ción.
Material y Métodos: Se utilizaron 16 conejos, machos adultos, de a- 
proximadamente 3 Kg. de peso, distribuidos en 2 grupos de 8, 
para los estudios de MET y MES. Todos fueron anestesiados con 
pentobarbital (40 mgr./Kg.) y tras la administración de hepa- 
rina, perfundidos por vía cardíaca. El fijador utilizado fue 
1% paraformaldehido-5?ó glutaraldehido, tanto para MET como MES.
Los cortes semifinos para M0, teñidos con azul de tolui- 
dina se fotografiaron en un fotomicroscopio Zeiss. Los cortes 
ultrafinos para MET se observaron en un Zeiss EM-109. Las m u e s ­
tras para MES, fueron observadas en un Philips SEM-500.
Resultados y Discusión:
Tanicitos tipo I.- Con morfología alargada y proceso basal 
ramificado en el neurópilo subyacente. En su polo apical m u e s ­
tran m i c r o v e l l o s i d a d e s . Ubicados en la zona dorsal del h i p o t á ­
lamo medio, a nivel del núcleo dorsomedial. Equivalen a los t a ­
nicitos dorsales de Millhouse y de Card y Rafols, y al tipo 1 
de Sharp.
Tanicitos tipo II.- Aparecen agrupados y con morfología a- 
largada; su proceso basal no está ramificado. En el polo apica 
muestra escasas microvellosidades. Se encuentran a nivel del 
núcleo ventromedial del hipotálamo. Equivalen a ios tanicitos 
de transición de Millhouse, a los alfa-1 de Akmayev y a los del 
NVM de Walsh.
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Tanicitos tipo III.- Forman la línea ependimaria que recu­
bre el área del núcleo arcuato. De morfología alargada, la p r o ­
longación introduciéndose en el neurópilo se relaciona con n e u ­
ronas y vasos de la zona. El polo apical presenta numerosas pro 
trusiones, pequeñas. Este mismo tipo se encuentra tapizando el 
receso lateral de la eminencia media. Equivalen a los tanicitos 
de transición de Millhouse, a los tipos 2 y 3 de Sharp, a los 
alfa-2 y beta-1 de Akmayev, a los ventrales de Card y Rafols, a 
los del núcleo arcuato de Walsh y a los beta-1 de Rodríguez
Tanicitos tipo IV.- Situados en la zona central de la e m i ­
nencia media, su polo apical presenta una superficie lisa o con 
alguna protrusión amplia y ocasionalmente algún cilio. Su p r o ­
longación basal acaba en un pie terminal que contacta con los 
vasos fenestrados del sistema po r t a - h i p o f i s a r i o . Equivalen a 
los tanicitos ventrales de Millhouse, a los tipo 4 de Sharp, a 
los beta-2 de Akmayev, a los ventrales de Card y Rafols y a los 
beta-1 ventrales de Rodriguez.
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LiNFOCITOS INTRAEPITELIALES: POSIBLE ORIGEN DE CELULAS DENDRITICAS
EN AVES
DEL CACHO E, GALLEGO M, BARBERAN M, ARNAL C, BASCUAS JA
Dpto. Patología Animal.
Facultad de Veterinaria. Universidad de Zaragoza. Zaragoza
Los 1 infocitos intraepiteliales (LIE) constituyen una población especial de 
itroducción: células, localizadas entre células epiteliales, que presentan en las aves im
cadores de superficie peculiares (1). Se ha propuesto que podrían participar 
i la 'modulación de la expresión del antígeno de superficie la en células epiteliales (2) y 
i la regulación de la respuesta inmunitaria local que se desencadena a nivel de las mucosas 
5). Se ha sugerido, asimismo, que los LIE podrían transportar antígeno (*0¿
En el presente trabajo se estudia la capacidad de los LIE para actuar como células trans 
jrtadoras de antígeno en la glándula de Harder del pollo. Se ha seleccionado un antígeno so- 
jble de naturaleza proteica, peroxidasa de rábano (HRP), que permite seguir mediante micros- 
Dpía electrónica su evolución en el curso de la respuesta inmunitaria que se desencadena a 
ivel local.
Material y Métodos:
Se han utilizado pollos White Leghorn de 7 semanas de edad. A 12 de 
ellos se les inyectó en el tercer párpado 0.02 mi de HRP al 2% en solu 
ción salina fisiológica estéril (SSFE). A 3 animales testigo se les in 
jetaron 0.02 mi de SSFE y otras 3 aves se mantuvieron como controles absolutos, sin trata- 
iento. Los animales se sacrificaron a los 7 y 9 días postinyección.
3S conductos de la glándula de Harder, para ello, ambas glándulas de 
lutaraldehido al 1%. La peroxidasa endógena se inhibió como proponen Herzog y Miller (5), 
ientras que la peroxidasa exógena se puso de manifiesto mediante incubación en el medio de 
rahan y Karmosky (6). Se utilizaron como controles negativos muestras de animales testigo 
icubadas en el mismo medio y muestras de animales inmunizados incubadas en ausencia de 
La postfijación se realizó en Ô Os al 1% y la inclusión en Epon:Araldita (1:1). Los co£ 
»s ultrafioos ss contrastaron ui.i canten te con acetato de uranilo.
Los LIE se estudian en 
cada animal se fijaron
A los 7 días de la inmunización se observó actividad peroxidasa 
esultados y Discusión: (pg) 0n jg superficie de células localizadas entre las células epi­
teliales que forman la pared de los conductos secundarios, a nivel 
e su tercio basal. Dichas células presentaron diferentes características ultraestructurales 
o que permitió agruparlas en tres tipos.
TIPO I. Células con características similares a las del linfocito (Fig 1).
TIPO II. Células con características intermedias entre las del linfocito y las de la célu-
dendrítica inmadura (Fig 1).
TIPO III.Células con características de CD madura (Fig 2). Estas células se observaron tam
bién" en el tejido linfoide difuso de localización subepitelial y en centros gernú
nativos inmaduros.
A los 9 días de la inmunización se demostró actividad peroxidasa únicamente en la super- 
icie de las CD foliculares (Fig 3).
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En l a s  m u e s t r a s  u t i l i z a d a s  c o m o  c o n t r o l  n o  se d e t e c t ó  a c t i v i d a d  P O - p o s i t i v a  e n  n i n g ú n  c a s o
Los linfocitos con actividad PO-positiva en su superficie y localizados entre las células 
epiteliales de la pared de los conductos secundarios corresponden a los LIE descritos en el 
epitelio intestinal del pollo por Bjemegoord (7). Nuestras observaciones indican que los LIE 
de la glándula de Harder son activados por la fijación de inmunocomplejos (HRP - anti-HRP) en 
la superficie. Esta actividad parece implicar la modificación de las características ultraes- 
tructurales de los linfocitos hasta alcanzar las descritas para las CD del pollo por Olah y 
Glick (8). El hecho de haber observado LIE con inmunocomplejos fijados a su superficie entre 
las células epiteliales de los conductos secundarios, así como en el tejido linfoide difuso 
subepitelial y en los centros germinativos inmaduros, sugiere que los LIE pueden transportar 
inmunocomplejos desde el mencionado epitelio hasta el tejido linfoide subepitelial. Una vez 
alcanzada dicha localización, podrian contribuir a crear el microambiente necesario para la 
formación y desarrollo de los centros germinativos.
En consecuencia, nuestros resultados sugieren que las CD de la glándula de Harder po­
drían originarse a partir de los LIE. Al mismo tiempo, apoyan los hallazgos de Olah y Glick 
(9, 10) que han sugerido que las CD de la tonsila cecal y de la bolsa de Fabricio se desarro­
llan a partir de linfocitos.
Subvencionado por la D.G.I.C.Y.T. Proyecto PB 86-0532
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Fig 1. Sección de un conducto secundario de un animal sacrificado a los 7 días de la inmi 
nización. Célula similar a un linfocito (L) y célula dendrítica inmadura (D) ambas con activi 
dad peroxidasa (►) en su superficie. E: Célula epitelial. j|C:Luz del conducto. 3.500X.
Fig 2. Sección de un conducto secundario de una animal sacrificado a los 7 días de la in 
munización. Células dendríticas maduras (D) con actividad peroxidasa ( ► )  en su superficie. 
2.000X.
Fig 3- Célula dendrítica folicular (D) que presenta actividad peroxidasa ( —  ) en su su­






TRANSFORMACION DE CELULAS MIOEPITELIALES EN MIOFIBROBLASTOS
DEL CACHO E., GALLEGO M., BARBERAN M. y BASCUAS J.A. 
Dpto. de Patología Animal.
Facultad de Veterinaria. Universidad de Zaragoza.
ntroducción- E1 miofibroblasto (MF) es una célula con características comu­
nes al fibroblasto (RER y complejo de Golgi desarrollados) y a 
a célula muscular lisa (haces de microfilamentos con zonas de condensación) 
Rudolph et al, 1981). Son células de naturaleza contráctil que poseen mi- 
rofilamentos de tipo actina (Gabbiani et al, 1972) y de tipo miosina, és- 
a última diferente a la que existe en las células musculares (Tomasek et 
1, 1987). El origen de los MF no se encuentra totalmente aclarado. Se ha 
ropuesto su origen a partir de diferentes tipos de células, como el fibro- 
lasto (Oda et al, 1988), célula endotelial y pericito (Varela et al, 1978) 
álula mioepitelial (Díaz Flores et al, 1979), célula muscular lisa (Abeh- 
sra, 1978) y macrófago (Bhawan y Majno, 1989).
. - , Para el presente estudio se han utilizado pollos WhiteMaterial y Métodos: _ _ , , 7Legorhn de 7 semanas de edad a los que se les goteo en
1 globo ocular 10 ul de una suspensión de Brucella ovis reo-198 (no CC>2 de
endiente) en solución salina fisiológica estéril (SSFEH10 microorganis-
Ds/ml) cada 5 minutos durante media hora. A los animales testigo se les go
eoSSFE siguiendo la misma pauta experimental. Los animales se sacrificaron
n ambos casos, a los 30, 60 y 90 minutos de la última administración. Las
orrespondientes glándulas de Harder se fijaron en glutaraldehido al 2.5%
a tampón cacodilato durante 1 hora y se incluyeron en Araldita: Epon (1:1)
'-lollenhauer, 1963), para estudiar la evolución de las células mioepitelia-
es que envuelven los conductos de la glándula de Harder en las aves.
En los animales a los que se administró la suspensión 
Resultados y Discusión: Bucella ovis las células mioepiteliales, localiza-
as en torno a los conductos intraglandulares, mostraron una serie de 
odificaciones que se acentuaron desde los 30 a los 9Q minutos, y que se re 
sumen en las siguientes: aparición de haces de microfilamentos (50— 
0 A), aumento de la cantidad de RER y desarrollo del complejo de Golgi, 
esaparición progresiva de desmosomas entre células mioepiteliales y epite- 
iales, que quedan sustituidos por estructuras de unión de menor compleji- 
ad; pérdida de la membrana basal en zonas adyacentes a las células mioepi- 
eliales en transformación y aumento del espacio intercelular entre éstas y 
as células epiteliales. Dicho espacio se encontró ocupado por numerosas m_i 
rovellosidades que se proyectaban desde la superficie de ambos tipos de cé 
ulas así como por un material finamente granular.
Los resultados obtenidos apoyan el origen de los MF a partir de célu-
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las mioepiteliales. Dicha transformación puede atribuirse a la situación d« 
h^poxia funcional que sufren las células mioepiteliales como consecuencia 
de la contracción continuada a la que se ven sometidas para facilitar la e: 
pulsión de la secreciónglandular, con el fin de aumentar su flujo hacia el 
saco conjuntival. Kischer et al. (1982) consideran la hipoxia como un fac­
tor determinante de la transformación de fibroblastos en MF, y éste pued< 
ser también el factor que desencadene la transformación de células mioepit) 
liales en MF.
El hecho de que las células mioepiteliales, de origen ectodérmico, pu< 
dan transformarse en MF indica que éstas células no tienen un origen exclu 
sivamente .mesodérmico, como propusieron Ohtani y Sasano (1980). Ya que lo; 
MF pueden diferenciarse a partir de células mioepiteliales y de fibroblas 
tos, su origen es tanto ectodérmico como mesodérmico, es decir, hojas em 
brionarias diferentes pueden dar lugar a un mismo tipo celular, como propo 
nen Diaz Flores et al. (1979).
Nuestros resultados sugieren que los MF deben considerarse un estado 
fisiológico de ciertas estirpes celulares de origen ecto y mesodérmico y n> 
únicamente el resultado de un proceso patológico como proponen Ohtani y Sa 
sano (1980).
* Subvencionado por la C.I.C.Y.T. Proyecto PB86- 0532
Abehsera, 1978. Tesis Doctoral. Facultad de Medicina. Granada 
Bibliografía: Bhawan y Majno, 1989. Am. J. Dermatopathol. , 1 1: 255-258
.Diaz Flores et al., 1979. Morfología Normal y Patológica (A). 3: 63-75 
Gabbiani et al., 1972. J. Exp. Med., 137: 719-726 
Kischer et al., 1982. Hum. Pathol., 13: 819-824 
Mollenhauer, 1963. Stain Technol-, 39: 111-114 
Oda et al., 1988. Exp. Mol. Pathol., 49: 316-329
Ohtani y Sasano, 1980. Virch. Arch. A. Path. Anat. and Histol-, 385:247-26 
Rudolph et al., 1981. Ann. Thorac. Surg., 31: 373-376 
Tomasek et al., 1987. J. Bone Joint. Surg. (AM), 69: 1400-1407 
Varela et al., 1978. Morfología Normal y Patológica (A). 2: 215-231
Fig 1. A - Célula mioepitelial (M), en transformación a miofi 
broblasto, en cuyo citoplasma se observan haces de 
microfilamentos ( ►). Espacio intercelular ( ★  ) ocupado por microvellosi 
dades y por un material finamente granular. 5.000X. B - Desmosomas ( —  ) 
que unen una célula mioepitelial en transformación y una epitelial. 7.500> 
C  - Unión intercelular menos diferenciada (-») uniendo una célula mioepite 
lial en transformación y una epitelial. 11.5O0X. Animal sacrificado a los 
60 minutos de la administración del antigeno.
Fig 2. Célula mioepitelial (M) en transformación a miofibroblasto. Uniones 
intercelulares ( ►  ) entre dicha célula y una célula epitelial (E). Animal 
sacrificado a los 90 minutos de la administración del antigeno.
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ELEMENTOS CITOESQUELETICOS DE LA ZONA CORTICAL DE LOS OOCITOS MADUROS 
DE MOLUSCOS POLIPLACOFOROS.
M.DURFORT y J. GARCIA VALERO
Unitat de Biología cel.lular., Facultat de Biología.,Universitat de 
BarcelonaDiagonal 645.,08071 BARCELONA.
. . . .. La aparente pasividad de los oocitos cesa en el momento que se
produce la fecundación de los mismos. Efectivamente, tras la pe­
netración del espermatozoide y la correspondiente reacción acrosómica, sigue 
automáticamente la reacción cortical, por la que los granos corticales, ubi­
cados en la periferie de la célula germinal femenina, se abren al exterior 
liberando su contenido que dará lugar a la cubierta de fecundación. La de­
tección de tubulina alfa y de actina a nivel de los gránulos corticales no 
deja de ser interesante para explicar la rápida y coordinada extrusión de 
los mismos.
El proceso de la fijación provoca inevitablemente cierto choc, que en el 
caso de los oocitos maduros de pilipacóforos, da la reacción cortical.
Material y Métodos- Se han estudiado dos especies de poliplacóforos: Trachyder- 
mon cinereus y Acanthochitona fascicularis, procedentes de 
Santander (Cantábrico) y Cubelles (Mediterráneo). Aisladas las gónadas fe­
meninas maduras, unas se fijaron convencionalmente con glutaraldehido 3,5% 
tamponado con cacodilato, seguido de OsO^l.5% igualmente tamponado; otras 
fueron fijadas con paraformaldehido 4% - glutaraldehido 0,1% en PBS 0,1M, 
englobado el material en una matriz de BSA fue congelado con N^ líquido.Los 
cortes obtenidos con ultramicrotomia fueron incubados con anticuerpos espe­
cíficos anti-actina y anti-tubulina alfa, detectándose su unión específica 
mediante el uso de anticuerpos secundarios conjugados con partículas de oro 
coloidal de 14 nm.
n ,, , p.. . . L a  zona cortical de los oocitos maduros de las dos espe-Resultados y Discusión: . , , , , .cíes estudiadas presenta una gran riqueza de estructuras
vesículo-membranosas, destacando los dictiosomas hiperdilatados y los gránu­
los corticales, habiendo ocasionalmente hallado raíces ciliares (DURFORT y 
GARCIA VALERO, 1989 a y 1989 b), hecho muy poco frecuente en las células ger 
mínales femeninas.
Los gránulos corticales, de contenido muy laxo y poco electrondenso, pro 
ceden, en las especies estudiadas, de los dictiosomas y si bien se disponen 
regularmente en la periferie de los oocitos, hay una cierta concentración de 
los mismos, en la zona donde el oolema emite una emergencia con mayor número 
de microvillis (Fig.l), dicha zona podría corresponder a una área morfológi­
camente y bioquímicamente diferenciada y más asequible a los espermatozoi­
des que el resto del oocitos, como apunta LONGO (1988) en su revisión sobre 
los cambios que experimenta la cubierta oocitaria tras el proceso de la fer­
tilización, a nivel de la escala zoológica.
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En esta zona cortical de los oocitos hay escasos elementos del deutero- 
plasma, efectivamente las plaquetas vitelinas y las inclusiones lipídicas, 
muy abundantes en ambas especies, se hallan en zonas más profundas del en- 
doplasma oocitario (DURFORT et al.1989 a).
El mareaje con los anticuerpos nos ha permitido detectar la presencia de 
tubulina alfa en la periferie de los gránulos corticales (Fig.3) y también 
la presencia de actina (Fig.2), ésta se halla en la matriz del gránulo cor­
tical. Dado que tras la penetración del espermatozoide sobreviene automáti­
camente la reacción cortical, por la que los gránulos corticales evacúan al 
exterior su contenido, mediante una extrusión de los mismos, el hecho de que 
se encuentren proteinas contráctiles asociadas a éllos permite entender me­
jor su dinamismo y su sincronización.
Cabe destacar que hemos marcado igualmente actina en la superficie de 
los microvillis, y distribuida de una forma totalmente aleatoria (Fig.20)» 
Dado que el proceso de la fijación, por muy isotónicos que sean los me­
dios utilizados, nos provoca una reacción cortical espontánea en los ooci­
tos maduros de las dos especies de moluscos poliplacóforos estudiadas, ha­
ce que sea éste un material muy idónea para poder seguir todas las etapas 
del proceso. Queda por dilucidar el significado que puedan tener las rai- 
ces ciliares halladas en esta zona periférica así como su origen.
Biblio rafí DURFORT,M.-GARCIA VALERO,J. (1989a).- El complexe de Golgi i els 
" gránuls corticals en els oócits d'Acanthochitona fascicularis 
(Mollusca Poliplacophora). Biología de la reproducció.,Vol.1:131-144.
DURFORT,M.-GARCIA VALERO,J. (1989b).- Estructures del tipus de les arrels 
ciliars en oócits de Mol.luscs Poliplacófors .,Biólógia1 del desenvolu- 
pament.,Vol.7:1-15.
LONGO,F.J. (1988).- Reorganization of the Egg Surface at Fertilization. 
Intern.Rev.Cytol.,Vol.113:233-269.
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ULTRAESTRUCTURA DE LAS AREAS PIGMENTADAS AMPULARES DE MERIONES UNGUI- 
CULATUS. 1 1 2  2 C. Escobar , F.P. García Ortega , A. Zuasti , y C. Ferrer .
Celular .
Servicio de Otorrinolaringología1 y Departamento de Biología
1 2Hospital Virgen Arrixaca y Facultad de Medicina . Murcia.
Introducción:
La distribución de las células pigmentarias en el oido interno varía 
según las especies, situándose principalmente en la cóclea, órgano vesti­
bular y saco endolinfático.
La ultraestructura de las células pigmentarias ha sido descrita en 
el laberinto posterior de cobaya (Savin,- 1965; Kimura, 1969; LaFerriere y 
col., 1974), en rata y en humanos (Igarashi y col., 1989).
El objetivo de este estudio es comprobar la existencia de células 
pigmentadas en las paredes ampulares del Jerbo y establecer sus caracte­
rísticas ultraestructurales.
Material y Métodos:
Se seleccionaron veinte jerbos (Meriones unguiculatus) adultos y sa­
nos a los que se extrajeron ambos huesos temporales procediendose inmedia­
tamente a la fijación perilinfática con glutaraldehido 3'5 %  (3 horas). So 
microdiseccionaron las ampollas de los canales semicirculares eliminando 
sus envolturas óseas mediante pinzas. A las 24 horas se realiza la potfi- 
jación en tetróxido de osmio 1 % (1 hora), se deshidrata en alcohol y se 
incluye en epon. Tras la realización de secciones ultrafinas con un ultra- 
microtomo LKB III, estas se tiñen con acetato de uranilo y citrato de plo­
mo y se procede a su estudio en un microscopio electrónico ZEISS EM 10 C.
Resultados y Discusión:
Bajo lupa de disección, la existencia de áreas pigmentadas en las am­
pollas de M. unguiculatus es constante de un animal a otro estableciendo 
patrones característicos semilunares en los extremos canaliculares. La a- 
pertura utricular está rodeada de pigmento parcialmente en la ampolla ho­
rizontal y casi completamente en la superior, estableciendo continuidad 
con el de la pared utricular. El extremo utricular de la ampolla posterior 
está completamente rodeado de células pigmentadas.
A nivel ultraestructural, las células pigmentarias de las regiones 
ampulares se localizan subepitelialmente siguiendo la distribución de las 
células oscuras (dark cells). El epitelio está formado por una capa de cé­
lulas cilindricas cuya membrana celular muestra en la zona apical microve-
5 5
llosidades escasas y complejos de unión. En la porción basal hay gran can­
tidad de invaginaciones con numerosas mitocondrias (fig.l).
Las células pigmentarias pueden aparecer aisladas o agrupadas, presen­
tando una morfología irregular con núcleos excéntricos que muestran algu­
nas identaciones (fig.2). En el citoplasma hay algunas mitocondrias con es­
casas crestas, cisternas de reticulo endoplasmatico, algunos ribosomas li­
bres y numerosos melanosomas homogéneos rodeados de una fina membrana 
(fig.3). La membrana plasmática muestra invaginaciones y vesículas en for­
mación. Existe una estrecha relación con los capilares y con terminaciones 
nerviosas mielínicas (fig. 2 y 3).
Parece probable que estas células tienen un importante papel en la 
actividad metabólica de las regiones ampulares del oido interno de M . un- 
guiculatus, tal y como se ha descrito en otras especies de mamíferos.
Fig. 1. Disposición de las células pigmentarias bajo el epitelio ampu- 
lar de M. unguiculatus. 3.500 X.
Fig. 2. Célula pigmentaria con numerosos melanosomas contactando con 
una fibra nerviosa mielínica. 4.000 X.
Fig. 3. Células pigmentarias relacionadas con un capilar. 3.500 X.
Bjbiio rafíQ. Igarashi, Y., I. Takeyama, and I. Takahashi. (1909). Melano- 
cytes in the vestibular dark cell areas in human fetuses. Acta 
Otolaryngol. (Stockh.), 108, 9-18.
Ximura, R. (1969). Distribution srtucture and function of dark ceils in 
the vestibular labyrinth. Ann. Otol. Rhinol. Laryngol., 78, 542-561.
LaFerriere, K.A., I.K. Arenberg, J.E. Hawkins and L.G. Johnsson. (1974). 
Melanocytes of the vestibular labyrinth and their relationship to the mi- 
crovasculature. Ann. Otol. Rhinol. Laryngol., 83, 685-694.
Savin, C. (1965). The blood vessels and pigmentary cells of the inner 
ear. Ann. Otol. Rhinol. Laryngol., 74, 611-622.
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VARIACIONES ULTRAESTRUCTURALES DEL POLEN DURANTE EL 
CULTIVO IN VITRO DE ANTERAS DE Capsicum  annuum .
FADON B, OLMEDILLA A y RISUEÑO MC
CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS, CSIC,
VELAZQUEZ 144, 28006 MADRID
Introducción: El cultivo in v itro de polen para la obtención de
haploides es de suma importancia en la Mejora Vegetal. El 
polen puede, en ciertas condiciones, desviarse de su vía 
gametofítica para dar lugar a embriones haploides siguiendo 
la vía androgénica (1). Los trabajos sobre cultivo in  v itro de 
anteras son escasos debido a la dificultad que entraña el que 
para cada especie e incluso para cada variedad, se requieran 
condiciones diferentes para el cultivo (1,2,3). En este 
trabajo se han puesto a punto las condiciones óptimas del 
cultivo de anteras de pimiento estudiando al MO y al MET los 
cambios que ocurren durante el desarrollo del polen in vitro.
Material y Métodos: Anteras de Capsicuin annuum, tras un pretrata­
miento de 48 h a 4 °C de los botones florales, se han 
cultivado en medio sólido de Murashige y Skoog (2,3) con 
2,4-D y kinetina, durante 8 días a 35 *C en oscuridad y 4 días 
a 25*C con un ciclo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. A 
continuación se transfirieron las anteras a medio fresco 
manteniéndolas en las mismas condiciones. El número de 
núcleos se ha determinado con DAPI al MO. Para el estudio al 
MET las anteras se fijaron con glutaraldehído-osmio y se 
incluyeron en Epon, tiñendo los cortes con uranilo y plomo.
Resultados y Discusión: para la puesta a punto de las condiciones de 
cultivo se ha seguido en primer lugar la evolución 
morfológica de la antera. Las anteras, que contienen polen 
vacuolado (Fig. 1) o bicelular temprano, tras el 
pretratamiento a 4*C aparecen amarillas y tersas. Después de
8 días a 35*C mantienen su color engrosándose ligeramente. 
Tras 16 días empiezan a tomar un color pardo-marrón y después 
de 30 días la antera degenera, pierde su tersura y aparece 
marrón oscuro. Los primeros granos polinucleados (Fig. 7) se 
observan tras 8 días de cultivo mediante la tinción con DAPI, 
específica para DNA, habiéndose encontrado granos de hasta
9 núcleos. Después de 48 h a 4*C algunos granos se desvían 
a la ruta androgénica y muestran dos núcleos como se observa 
al MO tras la tinción con acetocarmín (Fig. 2). A nivel
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ultraestructural se observa una gran riqueza de orgánulos 
citoplásmicos con numerosos ribosomas y plastidios desprovistos 
de almidón, la vacuola aparece fragmentada conteniendo 
inclusiones opacas a los electrones con un tonoplasto denso, los 
núcleos presentan la cromatina bastante descondensada (Fig. 3). 
La pared muestra un material fibrilar entre el plasmalema y la 
intina que se engrosa a medida que se hace más largo el cultivo 
(Figs. 3 y 5). El origen de esta capa fibrilar es aún 
desconocido y requiere un estudio más detallado, que estamos 
realizando. Después de 8 días a 35°C en cortes semifinos se 
observan algunos granos con tres núcleos (Fig. 4). Al MET su 
citoplasma es muy denso a los electrones y rico en orgánulos con 
abundantes plastidios y cisternas de retículo endoplásmico. Las 
pequeñas vacuolas presentan un tonoplasto muy denso. Los núcleos 
aparecen lobulados con su cromatina muy descondensada (Fig. 6).
El estudio de las variaciones ultraestructurales que se 
producen en cultivo tanto en nuestro material como en otras 
especies (4 y 5) contribuirá a una mejor comprensión del 
complejo proceso de la androgénesis.
Barra M.O. lOpm. Barra M.E.T. lpm.
Bibliografía:
1) Raghavan V (1986) Embryogenesis in Angiosperms. Cambridge 
Univ. Press. NY. USA.
2) Morrison RA, Koning RE & Evans DA (1986) Handbook of Plant 
Cell Culture, Vol.4, 550-573. McMillan New York.
3) Dumas de Vaulx R, Chambonnet D & Pochard E (1981). Agronomie, 
1(10), 859-864.
4) Zaki MAM & Dickinson HG (1990) Protoplasma 156, 149-162.
5) Sangwan RS & Camefort H (1983) Histochemistry 78: 473-480.
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EL USO DEL 2-NAFTILTIOL ACETATO (2-TNA) COMO SUBSTRATO PARA LA 
DEMOSTRACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ESTERASA NO ESPECIFICA EN 
LINFOCITOS HUMANOS.Estudio con microscopía electrónica de barrido.
Fernández-Segura , E., García López, JM., G u tié rrez , A., Campos, A.
Departam ento de H isto logía y B iología C elu lar. Facultad de Medicina. 
U n ive rs idad  de Granada. .
Introducción:
La dem ostración de la a c tiv id ad  enzim ática esterasa no espe ifica  (NSE) ha 
pe rm itid o  d is t in g u ir  d is tin ta s  poblaciones ce lu la res  hem atopoyéticas: monocitos, 
h is tio c ito s , lin fo c ito s  (1, 2). Por o tra  parte , se ha dem ostrado que la ac tiv idad  
enzim ática NSE perm ite  id e n t if ic a r  d ife re n te s  subpoblaciones de lin fo c ito s  T
(3). El o b je t iv o  del p resen te  tra b a jo  es la aplicación de técn icas c itoquím icas 
u ltra e s tru c tu ra le s  para la dem ostración de la ac tiv idad  enzim ática NSE a la 
m icroscopía e lec trón ica  de b a rrid o . Asimismo, analizaremos los pa trones de 
d is tr ib u c ió n  de d icha  a c tiv id ad  enzim ática en lin fo c ito s  humanos de sangre  
p e r ifé r ic a  (PBLs).
Material y Métodos:
Células m ononucleares de sangre  p e r ifé r ic a  (PBMC) humanas fue ro n  aisladas 
m ediante c e n tr ifu g a c ió n  sobre  g ra d ie n tes  de densidad de F ico ll-P aque (d :1 .077 
g /m l). PBMC fu e ro n  depleccionadas de cé lu las adheren tes (PBLs) mediante 
incubación  en frascos  de c u lt iv o s  d u ra n te  1h a 37°C, pC02 5%. Para la 
dem ostración de la a c tiv id ad  NSE realizamos una m odificación de la pauta 
m etodológica estab lecida  p o r Payne y cois. (2), u tiliza n d o  como s u b s tra to  2 - 
n a ft ilt io l acetato  (2-NTA). Las m uestras fu e ro n  procesadas para  SEM en modo 
BEI s igu iendo  las pautas p rev iam ente  estab lecidas (4).
Resultados y Discusión:
Básicamente se d is tin gu e n  dos tip o s  de técn icas para  dem ostra r la a c tiv id ad  
NSE a n ive l u lt ra e s tru c tu ra l:  1) técn icas c itoenzim áticas que u tiliza n  los mismos 
su b s tra to s  -ace ta to  de a -n a ft ilo , b u tira to  de a -n a ft i lo -  y agentes acopladores 
que en m icroscopía óptica ; y 2) técn icas c itoenzim áticas que tiene  po r base la 
deposición de 0 s0 4 - o s m i o  n e g r o -  en los lugares  de a c tiv id ad  enzim ática. 
H anker y cois. (5) y Seligman y cois. (6) in tro du ce n  el 2-TNA como su b s tra to . 
Payne y cois. (2) adapta d icha metodología al es tud io  de poblaciones ce lu lares 
hem atopoyéticas. En el p resen te  es tud io  adaptamos d icha metodología par« 
a na liza r la p resencia  y d is tr ib u c ió n  de la a c tiv id ad  esterasa no especifica  
lin fo c ito s  humanos mediante m icroscopía e lec trón ica  de b a rrid o . E! p ro d u c to  Oí- 
la reacción, deb ido al deposito  de OsO^ en los lugares donde 2-TNA es 
h id ro liza do  (F ig . 1), es fác ilm ente  obse rvab le  mediante el modo BEI del
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m icroscopio e lec trón ico  de b a rrid o . El aná lis is  de d icha ac tiv idad  enzim ática 
puso de re lie ve  la ex is tenc ia  de un pa trón  de d is tr ib u c ió n  foca l, ca rac te rizado  
p o r un g rá nu lo  único, a islado, con un d iám etro  de 0.3-0.7 jim. La observación 
con m icroscopía e lec trón ica  de b a rr id o  mediante imágenes po r e lectrones 
secundarios  (SE I) m uestra  que d ichos elementos ce lu la res  se ca rac te rizan  por 
una s u p e rfic ie  lisa  con escasos y co rtos  m ic ro v illis . Como se desprende, una 
vez más, de nues tros  resu ltados, la c itoquím ica  u ltra e s tru c tu ra l aplicada a la 
m icroscopía e lc tró n ica  de b a rr id o  perm ite  una id e n tifica c ió n  de las d ife re n te s  
a c tiv idades  citoenzim áticas desde c r ite r io s  topo lóg icos y d ife ren c ia tivos .
1) Payne C, Kim H, Pangalis GA, Rothman A, Rapaport H. Histochem J 1980, 
12:71.
2) Kim H, Pangalis GA, Payne BC, Kadin ME, Rappaport H. Am J Pathol 1982, 
106:204
3) Knowles DM, Hoffman T, Ferrarini M, Kunkel HG. Cell Immunol 1978, 35:112.
4) Fernández-Segura E, García JM, Campos A. H istochem istry  1990, 94:315.
5) Hanker JS, Yates PE, Clapp DH, Anderson WA. Histochemie 1972, 30:201.
6) Seligman AM, Ueno H, Wasserkrug HL, Hanker JS. Ann Histochem 1966,
Bibliografía:
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ULTRAESTRUCTURA DE LA PIEL DE SPARUS AURATUS (TELEOSTEO)
C. FERRER1, A. ZUASTI1 y M. GARCIA2
BIOLOGIA CELULAR1 Y SERVICIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA" 
FACULTAD DE MEDICINA. UNIVERSIDAD DE MURCIA.
itroducción:
a piel de los peces presenta estructuras especializadas como microcrestas, 
scamas, ordenación típica de las fibras colágenas de la dermis (Hawkes, 
374; Schliwa, 1975) y cambios de coloración como mecanismo de adaptación 
1 medio (Bagnara, 1983; Fujii y Oshima, 1986). Son numerosos y recientes 
ds trabajos realizados sobre los tipos celulares de la piel que intervie- 
en en los cambios de color (Matsuno e Iga, 1989; Obika y Meyer-Rochow, 
990); sin embargo los estudios acerca de las características ultraestructu 
ales de las células epidérmicas son escasos.
\aterial y Métodos:
jemplares de S. auratus fueron capturados en su medio ambiente natural 
Mar Menor de Murcia). Secciones de piel de 20 peces sanos se fijaron 
urante 3 h. en glutaraldehido al 3%, realizándose la postfijación en 
etróxido de osmio al 1% durante 1 h. Se incluyeron en epon y se obtuvieron 
ecciones ultrafinas con un ultramicrotomo LKB III. Se contrastaron con 
cecato de uranilo y citrato de plomo, y se examinaron con un microscopio 
lectrónico Zeis EM10C.
esultados y Discusión:
a piel de S. auratus está formada por: epidermis, dermis e hipodermis. La 
pidermis consta de un epitelio estratificado no queratinizado con 4 ó 5 
apas de células epiteliales cuya morfología varía de poligonal en las 
apas básales, a plana en las capas superiores. Las células poligonales 
róximas a la lámina basal se caracterizan por presentar un núcleo 
ndentado heterocromático localizado centralmente. En el citoplasma se 
bservan numerosas mitocondrias, perfiles de retículo endoplasmático rugoso, 
ibosomas libres y vesículas de pinocitosis, o bien contienen escasas 
rganelas citoplasmáticas y numerosos haces de tonofilamentos. Ambos tipos 
elulares se unen entre si por numerosas interdigitaciones, complejos de 
nión y desmosomas. Las células epiteliales de la superficie apical son 
lanas con núcleo aplanado central y escasas organelas citoplasmáticas. La 
embrana plasmática forma numerosas microcrestas que intervienen en
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mecanismos de defensa (Fig. 1).Entre las células epiteliales, aparecen de 
forma característica, glándulas unicelulares mucosas. Estas células mucosas 
en sus estadios iniciales de secrección se caracterizan por localizarse en 
las regiones básales y presentar un núcleo excéntrico y gran cantidad de 
RER en el citoplasma, siendo escasos los gránulos mucosos. Las glándulas 
mucosas maduras se abren en el epitelio y tienen en su citoplasma gran 
cantidad de vesículas mucosas. La secreción de estas glándulas junto con 
las microcrestas de las células superficiales epidérmicas, actúan como 
mecanismo de defensa de los peces frente a las agresiones externas.
La dermis está separada de la epidermis por la lámina basal, y está formad, 
por fibroblastos y fibras colágenas, así como por numerosos cromatóforos, 
principalmente melanóforos e iridóforos que se localizan entre las fibras 
colágenas(Fig.2). La hipodermis es muy delgada en esta especie y está 
formada por numerosas células adiposas, separadas entre sí por una red de 
fibras colágenas y capilares.
Figura 1. Epidermis de S. auratus constituida por cuatro capas de células 
epiteliales. 2500X.
Figura 2. Prolongaciones citoplasmáticas de melanóforos e iridóforos 
localizadas entre las fibras colágenas de la dermis. 4000X.
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Hawkes, J. W. (1974). Cell Tiss. Res., 149: 147-158.
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DIFERENCIAS ESTRUCTURALES DEL COMPLEJO RUMINO-RETICULAR OVINO 
AL NACIMIENTO Y EDAD ADULTA MEDIANTE A N A LIS IS  POR S .E .M .
*  ■ * *  *  * *
A. FRANCO; J .M .  VIVO; S .  REGODON; M .T .  GUILLEN; E. REDONDO .
UNIDAD DOCENTE DE ANATOMIA Y EMBRIOLOGIA * .
UNIDAD DOCENTE DE HISTOLOGIA' Y ANATOMIA PATOLOGICA * * .
F a c u l t a d  de V e t e r i n a r i a .  C á c e re s .  U .N .E .X .
Introducción: Edad y d i e t a ,  son dos  f a c t o r e s  que r e s u l t a n  d e t e r m i n a n t e s
en l a  e v o l u c i ó n  e s t r u c t u r a l  d e l  c o m p le jo  r u m i n o - r e t i c u l a r . La t r a n s i c i ó n  
de d i e t a s  l á c t e a s  p r o p i a s  de n e o n a to s  a r a c i o n e s  con c o n c e n t r a c io n e s  
m e d ia s  o a l t a s  en f i b r a ,  i m p l i c a  una e v o l u c i ó n  e s t r u c t u r a l  que d e t e r m in a  
e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  p a p i l a s  y c r e s t a s  i n i c i a l m e n t e  r u d i m e n t a r i a s  
( 1 ,  2 ,  3 ) .
E l  p r e s e n t e  t r a b a j o  a n a l i z a ,  m e d ia n te  S . E . M . , l a  e v o l u c i ó n  e s t r u c t u r a l  
d e l  c o m p le jo  r u m i n o - r e t i c u l a r  o v in o  r e l a c i o n a d a  con l a  edad ( a d u l t o  
y n e o n a to )  y  s u b s e c u e n te m e n te  con  l a  d i e t a ,  base  d e t e r m i n a n t e  d e l  
c r e c i m i e n t o  de p a p i l a s  r u m in a le s  y c r e s t a s  r e t i c u l a r e s .
Material y Métodos: C o n c r e ta s  p o r c i o n e s  de saco  d o r s a l  y v e n t r a l  r u m in a le s  
y  r e t i c u l o  f u e r o n  f i j a d a s  en g l u t a r a ^ l d e h id o  a l  5% en 0 ,1  M tampón 
f o s f a t o ,  a pH 7 , 2 .  La f i j a c i ó n  f u e  c o n t i n u a d a  a 4 °C .  d u r a n t e  24 h o r a s .  
Las  m u e s t ra s  de t e j i d o  ( 8 X 3  mm) f u e r o n  f i j a d a s  d u r a n t e  d os  h o ra s  
en t e t r ó x i d o  de o s m io  a l  0 ,5%  en s o l u c i ó n  a c u o s a .  P ó s t e r i o r m e n t e  
f u e r o n  d e s h i d r a t a d a s  en a c e to n a s  a s c e n d e n te s  y  s o m e t id a s  a d e s e c a c ió n  
en un p u n to  c r í t i c o .  F in a l m e n t e ,  l a s  p ie z a s  f u e r o n  m e t a l i z a d a s  y 
o b s e rv a d a s  en un e s t e r e o - m i c r o s c o p i o  a 10 KV y  a d i f e r e n t e s  á n g u lo s .
Resultados y Discusión:
La d i e t a  l á c t e a ,  de f á c i l  d i g e s t i ó n ,  i m p l i c a  un 
e s f u e r z o  m ín im o  de l a  mucosa r u m i n a l ,  p o r  l o  que se m u e s t r a  de 
a p a r i e n c i a  s u p e r f i c i a l  l i s a  y con p a p i l a s  r u d i m e n t a r i a s  ( F i g .  1 ) .  La sus 
t i t u c i ó n  p r o g r e s i v a  de d i e t a  l á c t e a  p o r  una r a c i ó n  q u e ,  p a u la t i n a m e n t e  
i n c r e m e n t a  su c o n t e n i d o  en f i b r a ,  e x ig e  un m ayor e s f u e r z o  de l a  mucosa 
r u m i n a l  ( 3 ) ,  l a  c u a l  pone en f u n c i o n a m i e n t o  un d o b le  mecan ismo :
1 .  -  M ecan ism o de f u e r z a  de l a  m ucosa , m o r f o ló g ic a m e n t e  r e p r e s e n t a d o  
p o r  l a  e x p a n s ió n  e p i t e l i a l .
2 .  -  C o n t r a c c i ó n  de l a  m u s c u la r  de l a  muc o s a ,  c o n s e c u e n c ia  d i r e c t a  
de l a  c o n t r a c c i ó n  de l a  t ú n i c a  m u s c u la r .
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Todo e s te  e s f u e r z o  de l a  m ucosa , se t r a d u c e  m o r f o ló g ic a m e n t e  en 
una s u p e r f i c i e  l i s a  de l a  que emergen p a p i l a s  r u m in a le s  de a s p e c to  
f o l i a d o  y que a lc a n z a n  su máxima l o n g i t u d  ( F i g .  2 ) .  En e s te  s e n t i d o ,  
son  num erosas  l a s  i n v e s t i g a c i o n e s  que a p u n ta n  una e s t r e c h a  r e l a c i ó n  
e n t r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  p a p i l a s  r u m in a le s  y  l a  a b s o r c i ó n  de 
p r o d u c t o s  de d e g r a d a c ió n  ( b u t í r i c o  y  p r o p i ó n i c o ,  e s p e c ia lm e n t e )  de 
l a  f e r m e n t a c i ó n  r u m in a l  ( 1 ,  2 ) .
Aunque l a  e t i o l o g í a  y  e l  mecan ismo de a c c ió n  son s i m i l a r e s  a l o s  
d e l  rum en, en r e t í c u l o  e x i s t e n  fu n d a m e n ta lm e n te  v a r i a c i o n e s  c u a n t i t a ­
t i v a s .  De unas c e l d i l l a s  de pequeño ta m a ñ o , con c r e s t a s  y p a p i l a s  
i n c i p i e n t e s  ( F i g .  3 ) ,  l le g a m o s ,  en a d u l t o ,  a unas c e l d i l l a s  y c r e s t a s  
de m ayor tam año j u n t o  a p a p i l a s  i n c re m e n ta d a s  en g r o s o r  y l o n g i t u d ,  
y  con  t e n d e n c i a  a fo rm a s  c ó n i c a s  ( F i g .  4 ) .  La e x t e n s ió n  de . l a  q u e r a t i n i -  
z a c ió n  p r e s e n t e  en l a s  c é l u l a s  r e t i c u l a r e s  es c o n s id e r a b le m e n te  m ayor 
que l a  de l a s  c é l u l a s  r u m in a le s  y d i r e c t a m e n t e  r e l a c io n a d a  con l a  
a c t i v i d a d  f i s i o l ó g i c a  de e s te  c o m p a r t im e n to .
Bibliografía: -1) FELL, B .F .  ( 1 9 6 9 ) :  M o r p h o lo g y  o f  th e  a b s o r p t i v e  s u r f a c e s  -  
o f  th e  a l i m e n t a r y  t r a c t  i n  n u t r i t i o n  o f  a n i m á is .  Ed. D. P. C u t h b e r t s o n ,  
p t  1 , pp 2 9 5 -3 3 4 .
- 2 )  Me GAVIN, M . D . ;  MORRIL, J . L .  ( 1 9 7 6 ) :  SEM o f .  r u m in a l  
p a p i l l a s  i n  c a l v e s .  Fed v a r i o n s  am oun ts  and fo rm s  o f  r o u n g n a g e .  Am. 
J .  V e t .  R es. V o l .  37 , 5 :  4 9 7 - 5 0 7 .
- 3 )  SCOTTA, A . ;  ISOBEL, C .G . ( 1 9 7 3 ) :  P a p i l l a s  fo rm  i n  th e  
fo r e s to m a c h  o f  t h e  s h e e p . J .  A n a t .  11 6 ,  2 :  2 5 5 -2 6 7 .
RUMEN RUMEN A D U L T O  RETICULO R E T IC J L O  A D U L TO
N A C I M I E N T O  N A C IM IE N T O
de recorrido irregular, que confluyen en un ducto secretor.Los adenómeros< 
tán formados por células de dos tipos, seroso y mucosecretor.Las células s 
rosas contienen numerosos gránulos electrodensos repartidos por todo el ci 
toplasma(fig.2).Las células mucosecretoras se localizan preferentemente en 
entrada de los adenómeros y se caracterizan por su dotación de gránulos el 
trolúcidos.La ultraestructura de las células del conducto es de tipo mucos 
cretor, e incluye gránulos de secreción electrodensos.Con MEB el ostíologl 
dular se observa tapizado por un epitelio no ciliado.
El epitelio esofágico ciliado de los anuros adultos se ha observado en di 
tintas especies(1,3,7).Además, la forma pseudoestratificada parece sernorn 
en este epitelio de anfibios(4).Células de ápice microvelloso similares al 
de R.perezi no se han descrito para el esófago de otros anfibios.Estas cél 
las guardan alguna semejanza con las células de penacho(tuft cel ls )de cierfe 
epitelios de mamíferos(2).En H.nebulosus se observan dos tipos ultraestruc 
rales de células ciliadas(7).mientras que en otras especies(2,4) y en R.pe 
rezi estas células no parecen diferenciarse en tipos distintos.Por el cont 
rio, las células caliciformes aparentemente desarrollan dos tipos distinto 
tanto en el urodelo(7), como en nuestra especie.La presencia de glándulas* 
normal en el esófago de anfibios adultos(1,8 ). Estas estructuras están muy 
desarrolladas en R.perezi, posiblemente debido a las necesidades digestiva 
de su régimen predador generalista.
Bibliografía:
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pp99-149,Physiology of the Amphibia.Academic Press,New York. (7)Setoguti T 
Matsumura H, Chen H-S.1987.Arch Histol Jap 50,3,283-97. (8 )Zamith APL. 195 
Ann Esc Sup Agrie "Luis de Qüeiroz" 9, 357-470.
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Morfología microscópica del esófago de Rana perezi (Seoane, 1885) 
(Amphibia, Anura) en estado adulto
J. GALLEGO-HUIDOBRO, L.M. PASTOR, A. CALVO
Departamento de Biología Celular 
Facultad de Medicina. Murcia
itroducción:
studios previos de la mucosa esofágica de anfibios han sido desarrollados 
n microscopía de luz desde principios de siglo(5).Recientemente Matsumura 
Setoguti(1986)estudian superficialmente la mucosa esofágica de Hynobius 
bulosus adulto(Urodela).Igualmente, Setoguti y cois.(1987) estudian la mu­
sa del esófago de esta especie, utilizando microscopía electrónica de trans 
sión(MET) y microscopía electrónica de barrido (MEB).Respecto al orden de 
s anuros, no se encuentran estudios ultraestructurales realizados sobre 
ta región digestiva. Este estudio trata este tema en el anuro adulto Rana 
rezi, examinándose principalmente el epitelio digestivo.
\aterial y Métodos:
os animales fueron disectados después de la aplicación de una inyección de 
ntobarbital. Para microscopía electrónica se fijó en glutaraldehido tampo- 
do al 2'5 %  en cacodilato(pH 7'4), y se postfijo en solución de O4OS al 1 % 
cacodilato-sacarosa. La deshidratación se hizo en alcoholes, y para MET se 
cluyó en EPON. Las secciones ultrafinas fueron contrastadas con acetato de 
añilo y citrato de plomo. Para MEB las piezas se desecaron mediante el pun 
crítico y se metalizaron con oro. El estudio preliminar con microscopía 
luz se realizó sobre cortes semifinos incluidos en EPON y sobre secciones 
material incluido en parafina.
esultados y Discusión:
a pared esofágica de Rana perezi está formada por una adventicia, una mus- 
lar externa, una capa conjuntiva subepitelial y un epitelio luminal.La su- 
rficie digestiva desarrolla largos pliegues longitudinales que están reves 
dos por un epitelio ciliado que presenta áreas no ciliadas. Este epitelio 
estra una arquitectura columnar pseudoestratificada, y está formado prin- 
palmente por células ciliadas, caliciformes, de ápice microvelloso y basa- 
s. Las células ciliadas son el tipo mayoritario y parecen constituir una 
ica categoría. Se distinguen dos tipos celulares caliciformes. El primer 
po forma gránulos electrodensos y polimorfos. El segundo tipo presenta grá 
los electrolúcidos más voluminosos que los anteriores. Las células de ápi- 
microvelloso se encuentran dispersas individualmente, y se caracterizan 
r su elevado número de mitocondrias y por presentar un penacho apical de 
largos microvilli (fig.l).Las glándulas consisten en adenómeros tubulares
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MORFOLOGÍA MICROSCÓPICA DE LA MUCOSA DE LA UNIÓN ESOFAGOGÁSTRICA 
Y DEL ESTÓMAGO DE RANA PEREZI (SEOANE ,1885) (AMFHIBIA.ANimA) EN E STA DO 
ADULTO
J. GALLEGO-HUIDOBRO, L.M. PASTOR, A. CALVO
Departamento de Biología Celular.Facultad de Medicina.Mureia
roducción:
i los anfibios la conexión entre el esófago y el estómago ha sido estudia- 
con técnicas tradicionales de microscopía de luz(9,4a). Sin embargo, la 
¡tología de esta zona todavía no ha sido suficientemente documentada para 
:a clase, faltando estudios hechos con medios actuales de microscopía elec- 
inica. Igualmente, la mucosa gástrica de los anuros ha sido estudiada ul- 
lestructuralmente(llab,7,4ab,8 ,5,2 ,6 ), aunque en todos los casos el trata- 
¡nto ha sido fragmentario. Esta comunicación trata la topografía de la su- 
“ficie luminal, observada con microscopía electrónica de barrido(MEB),y la 
iraestructura del epitelio digestivo de la unión esofagogástrica y del es- 
lago de Rana perezi en estado adulto.
aterial y Métodos:
>s animales fueron disectados inmediatamente después de la aplicación de 
i inyección intraperitoneal de pentobarbital. Muestras de 1 mm de ladofbe- 
i fijadas en glutaraldehido diluido al 2'5 %  en tampón cacodilato O'l M, y 
tfijadas en tetraóxido de osmio disuelto al 1 % en cacodilato-sacarosa.La 
hidratación se hizo en alcoholes de concentraciones crecientes, y se in- 
yó en resina EPON. Las secciones semifinas se contrastaron con acetato de 
nilo y citrato de plomo, y se examinaron con microscopía electrónica de 
nsmisión(MET). Para MEB las muestras fueron lavadas, fijadas, postfijadas 
eshidratadas como para MET, y, seguidamente, fueron sometidas al paso del 
nto crítico" y metalizadas con oro.
sultodos y Discusión:
lión esofagogástrica. En Rana perezi el cambio entre los tejidos esofági- 
y los gástricos tiene lugar a lo largo de unos pocos milímetros de lon- 
ud. En general, las modificaciones afectan a la mucosa y a la musculatura, 
epitelio superficial pasa del tipo pseudoestratificado ciliado al tipomo- 
stratificado mucosecretor. La transformación no es puntual, alternándose 
egularmente las áreas de epitelios esofágico y gástrico. El ducto de las 
ndulas se hace más corto que en las glándulas esofágicas. Las células de 
conductos son secretoras, mientras que los túbulos glandulares están for 
os por células semejantes a sus homologas del esófago. Histológicamente la 
ón esofagogástrica de ránidos adultos ha sido llamada "forestomach"(9,4a) 
ante-estómago;2 ), pero no parece encontrarse en todas las especies(2 ), ni 
ive una estructura constante interespecíficamente.
tómago. La pared gástrica forma unos cinco pliegues longitudinales de su­
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perficie completamente circumbolucionada por numerosos pliegues menores, c 
delimitan entre sí estrechos surcos. En el fondo de éstos últimos se local 
zan numerosos ostíolos que se alinean irregularmente(fig.l).Se distinguenc 
regiones, fundus y píloro. En el fundus las glándulas presentan células o> 
ticopépticas y mucosecretoras. Estas células mucosecretoras se encuentran 
el cuello glandular.Las células mayoritarias de las glándulas pilóricas ta 
bién son mucosecretoras(fig.2).Toda la superficie gástrica aparece revestí 
por un epitelio formado por células de un único tipo, mucosecretor.Este rê  
timiento es propio de anuros(4a,5)y de la mayoría de los vertebrados(10). E 
Rana los surcos alargados definidos entre los pliegues circumbolucionados 
presentan las fosetas gástricas,y los ostíolos son las aberturas glandular 
En mamíferos los orificios ostiolares corresponden a las fosetas(1),las cl 
les son tubulares(3).Además, la estructura de la mucosa del anuro es más s 
pie que en mamíferos, posiblemente debido a los distintos requerimientos i 
terespecíficos del valor del cociente entre la superficie secretora y el v 
lumen gástricos. Estas diferencias se establecerían en función de las dist 
tas tallas y metabolismos. La citología de las glándulas fúndicas de Rana e 
muy semejante a la de otros vertebrados no mamíferos, en los que la céluló 
principal es de tipo oxinticopéptico y es responsable de la producción de ¿ 
do clorhídrico y pepsina(12).Así mismo, la célula mucosa del cuello observ 
da en estas glándulas parece ser común en otros ránidos (9,4a,5,2).
Bibliografía:
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'Caracterización ultraestructural de las células GTH de Sparus aurata".
A. García Ayala, M. T.Lozano, J. A. Quesada, M. Villaplana y B. Agulleiro.
Dpto. Biología Celular Facultad de Biología. 
Universidad de Murcia. 30071. Murcia. España.
Introducción:
Las células gonadotropas de hipófisis de peces 
teleósteos ejercen un papel importante en el control del 
ciclo reproductor (van Oordt y Peute, 1983). La dorada es un 
teleósteo hermafrodita protándrico en el que la región 
testicular de la gónada comienza a madurar durante el primer 
año de vida y es funcional en el segundo. La inversión 
sexual ocurre entre los dos y tres años, llegando a ser 
funcional la región ovárica en el tercero. Nuestro trabajo 
tiene como objeto la caracterización ultraestructural de las 
células GTH de ejemplares de dorada de edades comprendidas
entre uno y cuatro años.
Material y Métodos:
Las hipófisis fueron fijadas en una mezcla de 
paraformaldehido al 2% y glutaraldehido al 1% en tampón 
cacodilato 0.1M siendo el 50% de las muestras post-fijadas 
en 0s04 al 2%. Todas las glándulas fueron procesadas para su 
estudio microscópico electrónico según la técnica 
convencional. Se han utilizado anticuerpos contra 
gonadotropina de pez gato y carpa en la aplicación de la 
técnica inmunoglobulina-oro (van Bergen en Henegouwen y 
Leunissen, 1986 ) .
Resultodos y Discusión:
Las células GTH de hipófisis de dorada han sido 
caracterizadas ultraestructuralmente mediante la técnica de 
la inmunoglobulina-oro (van Bergen en Henegouwen y 
Leunissen, 1986)(Figura 1). Las células GTH muestran 
gránulos de secreción (300 nm) y glóbulos (700 nm) de 
densidad variable así como un RER bien desarrollado de 
cisternas dilatadas irregularmente distribuidas (Figura 2) a 
lo largo de todo el ciclo sexual de doradas cultivadas 
experimentalmente en el Mar Menor de Murcia. Además, de las 
células ya descritas, aparecen otros tipos morfológicos en 
las diferentes edades estudiadas. Cuando no existe un
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completo desarrollo de la gónada la hipófisis se
caracteriza por la existencia de células GTH 
morfológicamente inmaduras (Figura 3). Sin embargo, en 
animales sexualmente maduros y en adultos hermafroditas, la 
glándula presenta células totalmente degranuladas y con 
abundante RER (Figura 4), células con RER
extraordinariamente desarrollado y células GTH involutivas 
(Figura 5). Las diferencias morfológicas pueden ser debidas 
a la actividad funcional de la hipófisis en relación con la 
edad del pez y con el desarrollo y maduración de las 
gónadas.
Figura 1. Detalle de una célula GTH. 24 meses de edad. 
Técnica de Ig-oro. X20000.
Figura 2. Célula GTH presente en todas las edades 
estudiadas. 24 meses de edad. X3750.
Figura 3. Célula GTH morfológicamente inmadura. 12 meses de 
edad. X3750.
Figura 4. Célula GTH degranulada. 48 meses de edad. X3750. 
Figura 5. Célula GTH involutiva. 48 meses de edad. X3750.
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CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS ENDOCRINAS DEL TRACTO DIGESTIVO DE 
LUBINA (Dicentrarchus labrax L.) EN LAS DISTINTAS ETAPAS DE DESARROLLO 
García Hernández, M.P.; ELBAL, M.T. y Agulleiro, B.
Biología Celular
Facultad de Biología. Universidad de Murcia. Murcia.
Introdjccián: Las células endocrinas de la mucosa del tracto digestivo de lubina han
sido caracterizadas con técnicas inmunocitoquímicas y microscópico-electrónicas en larvas 
de 61 días después de la eclosión (García y cois., 1988). La ontogénesis de las mismas se
ha estudiado con inmunocitoquímica (García Hernández y Agulleiro, 1990), habiéndose deter­
minado la secuencia de apaeición de células con inmunorreactividad-semejante (irs) a sero- 
tonina, met-encefalina, gastrina, CCK, PYY, glucagón, insulina y somatostatina 25.
En el Presente trabajo se pretende la identificación ul traestructural de los dis­
tintos tipos de células endocrinas gastrointestinales de larvas de lubina, desde la eclo­
sión hasta 25 días después de la misma, y su posible correlación con los datos previamente 
obtenidos.
Material y Métodos:
Larvas de lubina obtenidas en el Centro Costero del Mar Menor de Murcia, se pro­
cesaron para su estudio microscópico-electrónico convencional. Se estudiaron las muestras 
desde la eclosión y cinco días después de la eclosión (d.e.) (etapal), de 9-15 días (eta­
pa II), y de 25-55 días (etapa III).
Resultados y Discusión: La ultraestructura de las células endocrinas del tracto digestivo 
de Barbus conchonius muestra A tipos, que se distinguen por los granulos de secreción 
(Rombout y cois., 1978). En larvas de lubina se encuentran por primera vez a los 5 días 
d.e., en la región posterior del tracto digestivo (F i g. l), donde se habían identificado 
células con irs a serotonina. En la etapa II, aparece un tipo celular en la región presun­
tiva gástrica (Fig. 2), tres en el intestino, (Fig. 3) y un tipo celular en el recto (Fig. 
A), Que se puede corresponder con las células con irs a met-encefalina. En la etapa III, un 
tipo celular en el estómago (Fig. 5), cuatro en el intestino (Fig. 6) y cuatro tipos en 
el recto (Figs. 7 y 8).
Es de destacar el escaso número y el pequeño tamañp de los gránulos de secreción 
de las células endocrinas encontradas, lo que puede explicar la no coincidencia del número 
de tipos celulares establecidos con inmunocitoquímica y con microscopía electrónica. Las 
características ultraestructurales de las células endocrinas halladas en las etapas I y
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II, no se corresponden con las de ninguno de los tipos descritos en af.ultos (Visus y cois., 
1988). Sin embargo, sí se pueden identificar tres de los tipos celulares endocrinos encon­
trados en el intestino y recto de larvas de la etapa III, con los de larvas de 61 días.
Se puede concluir que las células endocrinas gastrointestinales de lubina sufren 
un proceso de diferenciación durante la ontogénesis.
Bibliografía:
GARCIA HERNANDEZ, M.P.; LOZANO, M.T. and AGULLEIRO, 8. 1988. Proceedings of "Kth
Conference of European Comparative Endocrinologists. Salzburg.
GARCIA HERNANDEZ, M.P. and AGULLEIRO, B. Gen. Comp. Endocrinol. (enviado)
ROMBOUT, J.H.W.H.; LAMERS, C.H.J. and HANSTEDE, J.G. 1978v í̂.' Embryol. exp. Morph., A7: 
121-135.
VISUS, I.G.; ABAD, M.E. and AGULLEIRO, B. 1988. Proceedings of "Kth Conference of European 
Comparative Endocrinologists. Salzburg.
Figs. lyA. 16.000X; Figs. 2,3,5,6,7y8. 15.000X
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CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS ENDOCRINAS PANCREATICAS DURANTE EL 
DESARROLLO DE LA LUBINA (Dicentrarchus labrax L.)
García Hernández, M.P.; Lozano, M.T.; Agulleiro, B.
Biología Celular.
Facultad de Biología. Universidad de Murcia. Murcia.
Introducción: Existen pocos datos acerca de la ontogénesis del páncreas endocrino de tele- 
ósteos. Tres tipos celulares han sido descritos en Barbus conchonius desde la aparición 
del primer islote, dos días después de la eclosión y un cuarto tipo celular, cuatro semanas 
más tarde (Rombout et al., 1979). En lubina se ha estudiado la ontogénesis de células con 
glucagón, con técnicas inmunocitoquímicas y microscópico-electrónicas (Beccaria et al., 
1990). La secuencia de aparición de las células endocrinas pancreáticas (Agulleiro et al. 
1989) y su organización (Agulleiro et al., 1990) durante el desarrollo ontogenético de esta 
especie, ha sido establecido mediante un estudio inmunocitoquímico previo. El objeto del 
presente trabajo el la caracterización ultraestructural de las mismas.
Material y Métodos: Larvas de lubina obtenidas en el Centro Costero del Mar Menor de Murcia 
se procesaron para microscopía electrónica convencional. Se estudiaron muestras comprendi­
das entre la eclosión y 55 días después de la eclosión.
Resultados y Discusión: eclosión, las células endocrinas pancreáticas se encuentran si
tuadas en el seno del epitelio digestivo; las más frecuentes muestran una polarización de 
los dos tipos de granulos de secreción, que son distintos en la zona basal y la supranu- 
clear (Figs.l y 2); algunas células, más indiferenciadas, contienen escasos gránulos de 
secreción y pueden encontrarse en división. En este estadio se habían identificado, en es­
tudios previos, células con inmunorreactividad-semejante (irs) a insulina y soma tostati na 
25 (Agulleiro et al., 1989,1990). En larvas de 2-5 días, existen tres tipos celulares en­
docrinos, atendiendo a las características de sus gránulos de secreción. Las cé
lulas inmunocitoquímicamente identificadas en esta etapa fueron células con irs a insulina, 
somatostatina 14 y somatostati na 25. En larvas de 9-13 días existe, además, un cuarto tipo 
celular, en la periferia de los islotes, con escasos gránulos de secreción (Fig.3). Los 
tipos celulares previamente identificados inmunocitoquímicamente en esta etapa presentaban 
irs a insulina, somatostatina 14, somatostatina 25 y glucagón (Agulleiro et al., 1989,1990) 
En larvas de 25-55 días se observan cinco tipos celulares que se corresponden con las cé­
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lulas inmunocitoquímicamente descritas previamente (Agulleiro et al., 1989,1990) (Figs.4: 
Célula B en larvas de 25 días; 5:Cé1u1 a PP de larva de 25 días; 6:Cé1u1 a B de larva de 46 
días; 7:Cé1u1 a D de larva de 46 días; 8:Cé1u1 a A de larva de 46 días).
Las células endocrinas pancreáticas de lubina, durante las primeras etapas de la 
ontogénesis (eclosión—13 días), se caracterizan por el escaso número y pequeño tamaño de 
los granulos de secreción, que son diferentes de los que se encuentran en las célulae de 
larvas de 25 días en adelante y en el adulto (Lozano et al. 1990; Carrillo et al. 1986).
Bibliografía: AGULLEIRO, B.; GARCIA HERNANDEZ, M.P.; LOZANO, M.T. 1989. Proceedings of "XIth 
International Symposium on Comparative Endocrinology. Málaga.
AGULLEIRO, B.; GARCIA HERNANDEZ, M.P.; LOZANO, M.T. 1990. Proceedings of "151h Conference of 
European Comparative Endocrinologists". Leuven.
BECCARIA, C.; DIAZ, J.P.; GABRION, J. and CONNES, R= 1990. Gen. Comp. Endocrinol.78:80-92. 
CARRILLO, M.; ZANUY, S.; DUVE, H.; TH0RPE, A. 1986. Gen. Comp. Endocrinol. 61:287-301: 
LOZANO, M.T.; GARCIA AYALA, A.; ELBAL, M.T.; AGULLEIRO, B. 1990. Proceedings of "15th 
Conference of European Comparative Endocrinologits". Leuven.
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OBSERVACIONES ULTRAESTRUCTURALES SOBRE EL PROCESO DE ENQUISTAMIENTO 
EN CILIADOS PERITRICOS
Silvia García, Almudena Guinea, Ana Sola y Susana Serrano.
Dpto. Microbiología I.
Fac. Biología. Univ. Complutense. 28040 Madrid.
Introducción: El proceso de enquistamiento constituye un fenómeno de diferen­
ciación celular que supone una resistencia a condiciones ambientales 
extremas. La mayoría de los estudios realizados en ciliados se refieren al 
grupo de los hipotricos (1,2,6,7,10,11,12,13,14), siendo particularmente 
escasos en ciliados peritricos (3,5,8 ,9) especialmente en lo que se refiere 
a los aspectos ultraestructurales (9).
El objetivo de nuestro estudio es aportar nuevos datos ultraestructura­
les sobre el proceso de enquistamiento en dos especies de ciliados 
peritricos: Astylozoon pyriforme y Opisthonectha henneguyi.
Material y Métodos: Ambas especies proceden de muestras recogidas en una 
charca temporal de la "Dehesa de la Villa" (Madrid), siendo posteriormente 
cultivadas en medios de suelo-lechuga (1:3) y lechuga respectivamente.
El proceso de enquistamiento ha sido inducido por deprivatización de 
nutrientes.
El estudio se realizó a nivel óptico empleando la técnica de impregna­
ción argéntica de Fernández-Galiano (4), y a nivel ultraestructural 
utilizando las técnicas convencionales de microscopía electrónica de 
transmisión.
Resultados y Discusión: Durante el proceso de enquistamiento en las dos especies 
de peritricos, se observa una reabsorción de los cilios paralelamente a una 
disminución del volumen, llegando la célula a adoptar una forma esférica.
Los precursores de la pared quística son sintetizados en el citoplasma 
y secretados posteriormente de forma paulatina. La pared quística está for­
mada por tres capas morfológicamente diferenciadas, observándose además 
una división del mesoquiste en dos zonas en A. pyriforme.
En ambas especies se mantienen tanto la infraciliación oral como aboral, 
el argiroma, los sistemas mionémicos y numerosos microtúbulos subpelicula­
res. Las mitocondrias se disponen en grupos en la periferia de la célula.
Por último se observa un proceso de condensación cromatínica macronu- 
clear y un fenómeno de extrusión micronuclear.
El estudio del proceso de enquistamiento y del quiste de resistencia de 
los ciliados peritricos Astylozoon pyriforme y Opisthonectha henneguyi
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indica la existencia de características intermedias y comunes con los dos 
tipos de quistes de resistencia propuestos por Walker y Maugel (13) para 
ciliados hipotricos: KR (kinetosome-resorbing) y NKR (non kinetosome-resor- 
bing).
Los quistes de estas especies corresponden a quistes NKR teniendo en 
cuenta que tanto los cinetosomas como los microtúbulos, el argiroma y los 
sistemas mionémicos se conservan en el interior del quiste, sin embargo 
otras características tales como la formación de clusters mitocondriales,la 
reabsorción de cilios y la presencia de sólo tres envueltas en la pared 
quística corresponden a quistes KR. •
Nuestros resultados indican, por tanto, la necesidad de una nueva re­
clasificación de los quistes de resistencia, no sólo del grupo de los 
hipotricos tal como sugieren R í o s  et al. (7) y Delgado et al. (2), sino 
también dentro del conjunto total de los ciliados. No obstante, consideramos 
necesarios nuevos datos ultraestructurales acerca de los quistes de resis­
tencia de ciliados pertenecientes a otros grupos con el fin de poder compa­
rar con exactitud las características comunes y diferenciales de los mismos.
Bibliografía: (1) Calvo et al. 1986. Arch. Protistenkd, 132. (2) Delgado et al. 
1987. J. Protozool., 34. (3) Dodd. 1962. J. Protozool., 9. (4) Fernández- 
Galiano. 1976. Trans. Am. Microsc. Soc.,95. (5)Finley y Lewis.1960. J. Pro­
tozool.,7. (6 ) Gutiérrez et al.1983. J. Protozool.30. (7) R í o s  et al.1985. 
Protistologica,21. (8 ) Rosenberg.1938. Trans.Am.Microsc. Soc.57. (9) Ruiz y 
Anadón.1986. Trabajos Compostelanos de Biología,13. (10) Verni et al.1984. 
Protistologica,20. (11) Walker et al.1975. Trans.Am.Microsc. Soc.94. (12) 
Walker et al.1980. Protistologica,16. (13) Walker y Maugel. 1980. Protisto­
logica, 16. (14) Walker y Hoffman.1985. Cytobios,44.
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ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DEL GLOMERULO RENAL EN LA FILARIOSIS 
CANINA
Gómez-Villamandos, J.C.*, Moyano, T**, Rodríguez, J.L.*, 
Morales-Lezcano, M.R. y Castellano, J.*
* Dpto. Morfología. U.L.P.G.C.
** Servicio Microscopía Electrónica. U. Córdoba.
Introducción:
La Filariosis es una zoonosis parasitaria producida por Dirofilaria 
immitis, que afecta principalmente al perro. Las Islas Canarias son una 
zona endémica de esta enfermedad, debido a las condiciones climáticas 
que permiten la persistencia de vectores.
El daño renal en perros con Filariosis es frecuente, presentando 
un cuadro lesional variado en el que parece jugar un papel importante 
la formación de complejos inmunes (1 , 2 ), aunque se han observado 
perros con lesiones renales y sin cambios inmunopatológicos (4).
Material y Métodos:
Muestras de 14 perros afectados naturalmente por la enfermedad y 
con sintomatología manifiesta fueron eutanasiados. Una vez practicada 
la necropsia se tomaron muestras de parenquima renal que fueron 
fijadas en formaldehido al 10% tamponado y glutaraldehido al 2,5% 
en tampón fosfato. Las muestras fueron incluidas en parafina para 
el estudio estructural, y en Epon 812 para el estudio ultraestructural.
El estudio inmunocitoquímico se realizó sobre cortes en parafina 
empleando la técnica de inmunoperoxidasa directa (IPD) para la detecció 
de IgG
Resultados y Discusión:
Las lesiones glomerulares halladas en los perros estudiados 
se corresponden con glomerulonefritis membranosa (6/14), glomerulonefri^ 
tis membranoproliferativa (5/14), amiloidosis (2/14) y glomerulonefri 
tis membranoproliferativa con amiloidosi (1/14).
Mediante IPD hemos detectado depósitos de IgG a lo largo de 
la membrana basl de los capilares glomerulares en los casos de glomeru­
lonefritis, proliferativa o no, mostrando el estudio ultraestructural 
que estos depósitos tienen una morfología granular electrodensa, 
localizándose sobre la membrana basal a nivel subendotelial, y 
como acúmulos a nivel intramembranoso y subepitelial (Fig. 1). La 
membrana basal aparece engrosada y de contornos irregulares. Los 
pies de los podocitos se muestran fusionados (Fig. 1).
La presencia de microfilarias en los capilares glomerulares
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es una observación frecuente en ia Fiiariosis canina, siendo achaca» 
a su presencia la formación de complejos inmunes (1, 2 ), lo cual : 
podría corroborar en este trabajo por la observación de puest» 
de unión y zonas de íntimo contacto entre la cutícula de las microfili 
rias y las células endoteliales de los capilares glomerulares (Fig.2).
Por otro lado, hemos observado, mediante IPD, y en los casos más
avanzados de la enfermedad, que las microfilarias presentan una
fuerte reacción anti IgG, por lo que esta Ig podría neutralizar 
los antígenos de superficie de la microfilaria, lo que apoyaría los 
estudios realizados experimentalmente sobre la existencia de antígenos 
circulantes (2). La participación de ambos mecanismos conjuntamente 
o en diferentes etapas de la patogenia de. ia enfermedad pueden 
determinar la formación de complejos inmunes.
El examen mediante microscopía electrónica confirma el 
caso de giomerulonefritis membranoproliferativa con amiloidosis,
existiendo engrosamiento de las membranas básales y de la matriz 
mesangial, así como depósitos mesangiales de amiloide. La presentación 
de ambos cuadros lesiónales de forma conjunta ha sido descrita
en patología humana (3), pero no en Fiiariosis canina.
Bibliografía:
1. - Abramowsky, C.R. et al (1981). Dirofilaria immitis: Immunopatholo- 
gy of fiiarial nephropathy in dogs. Am.J.Pathol., 104:1-12.
2. - Grauer, G.F. et al. (1987). Clinicopathologic and histopathologic 
evaiuation of Dirofilaria immitis-induced. Am.J.Trop.Med.Hyg. 37:588- 
596.
3. - Miller, R.R. (1984). Membranoproliferative glomerulonephritis and 
amiyioidosis. Human Pathology, 15:1185-1187.
4. - Simpson, C.F. et ai. (1974). Giomeruloesclerosis in canine 
heartworm infection. Vet. Pathoi, 11:506-514.
7 8
ASPECTOS ULTRASSTRUCTURALES FUNCIONALES DEL ENDOCELIO
DE LOS CAPILARES DEL SISTEMA NERVIOSO GENTIL
zález Santander, R.,Martinez Cu adr ado, G. .Toledo Lobo.d.V. / Martinez Alonso,J. 
Departamento de "Ciencias Morfológicas y Cirugía"
HISTOLOGIA. Facultad de Medicina.
Universidad de Alcalá de !leñares. Madrid.
troducción:
La "barrera nematoencefálica" rué sugerida a partir de datos cli­
sos y experimentales,al comprobar que ciertos fármacos y los colorantes vi 
Les,introducidos por via sanguínea no llegaban a actuar o teñir el S .N .c T  
[SLOCKI y LEDUC, 1952 ; RODRIGUEZ, 1955). Estructuralmente, los capilares 
5 profundos del S.N.C. están cubiertos de una lámina basal y prolongacio- 
; de las células gliales.(PETERS, 1961). La "barrera hematoencefálica"tie 
tres niveles: ÍQ.-Sndotelial, 29.-Membrana basal, 3°.-Prolongaciones glia 
3. Para analizar lo que ocurre en estos tres niveles,hemos observado al M. 
los capilares más finos de un núcleo neuronal del S.N.C.,principalmente 
endotelio y su membrana basal.
□ferial y Métodos:
Gatos domésticos fijados mediante perfusión vascular con 
itaraldehido al 1,5 % en tampón de cacodilato sódico,lavados antes y des 
ís con solución de Ringer. El encéfalo se extrajo de la cavidad craneana 
indo el animal se encontraba fijado y rígido. Posteriormente se disecó 
mesencéfalc sumergido en tampón-sucrosa. Se postfijó en ácido ósmico al 
í durante tres ñoras. Se incluyó en araldita,previo lavado en acetato de 
ltíIo al 2 Los cortes ultrafinos se tiñeron con citrato de plo.no, y  se 
►ervaron al microscopio electrónico de transmisión,tomando fotografias de 
; capilares del núcleo periacueductal que estaoan entre las neuronas.
sultados y Discusión:
Los capilares del núcleo mesencefálico son muy pequeños, 
itínuos y sin fenestraciones. En ellos sólo se observa una célula endote- 
lL por corte,que presenta un núcleo alargado con cromatica densa »r deoa 
de la carioteca,y un estrecho citoplasma que contiene unos "glóbulos elc- 
mdensos osmófilos 1̂ un diámetro entre 15,2 a. lo,8 nm.,que se encuentran 
res y diseminados o agrupados por todo el citoplasma de la célula endotc 
1.(cig A) .
Admás hemos observado,en el citoplasma de algunas células endotelicles u 
"partículas alargadas muy electrondensas" de 14 a 35 nm. de longitud por 
a 7,7 ran. de grosor.(Fig. bTTa nivel de la "membrana nasal"se ven también 
"partículas alargadas muy electrondensas" con idéntica morfología y di .mea 
nes que en el citoplasma de las células endoteliales.(Fig B).
Por fuera de la membrana basal,en íntimo contacto con la zona /uctaen iota-
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allialfse observan varios naces da gliofilamentos, que rodean intina ríante 
capilar en sentido transversal y longitudinal.
Se desconoce la naturalaz de los "glóbulos aleetrondensos osmiófilos", a 
contiene el citoplasma de las células endoteliales, parecienio que por su 
morfología y dimensiones no son ni rioosomas ni glucógeno,con cuyas par tic. 
las hemos establecido, en principio, un diagnóstico diferencial. Se sugier 
que puedan ser macronoléculas asimiladas de la sangre durante un :roceso 
funcional normal realizado por la célula endotalial,que puede representar 
la "crinera oarrera" a la difusión encomendara a la "barrara .lematoencofá- 
lica".
Igualmente desconoceos la naturaleza de las "partículas alar gagas elec- 
trondensas" que se ooservan en el citoplas.ia de las células endoteliaíeiT / 
sobre la mengrana basal circundante. Se sugiere la posibilidad de que rue­
dan ser MAGRO!-ÍOLZCULAd REi'rTvIDAS por el endotelio y su nemerana oa?d?.,en s. 
función activa y defensiva del "primer y segundo nivel" de la "oarrera re?.. 
nacoencefálica" ,que inpide su paso al espacio pericaoilor.
A pesar de esta posiola interpretación,los imágenes que presentábaos las 
socio tamos a discusión entre los investigadores con más experiencia en esta 
toma.
Bibliografía:
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MUEVAS APORTACia'ÍSS SOBRE LAS SIMAPSIS COMUNICADAS
EN EL NUCLEO PERIACUEDUCTAL DEL MESENCEFALO
sález Santander,R.,Martínez Cuadrado,G..Toledo Lobo,M.V. y Martínez Alonso,J. 
Departamento de "Ciencias Morfológicas y Cirugía"
HISTOLOGIA. Facultad de Medicina.
Universidad de Alcalá de Henares. Madrid.
troducción:
Desde que CAJAL(1933) estableció la "teoría neuronista" y DE RO­
STIS y BH'JNETT(1954) descubrieron las vesículas sinópticas, el microscopio 
ictrónico ha confirmado la independencia de la neurona,con la morfología 
litante de la estrucrura de la sinapsis. Ultimamente GONZALEZ SANTANDER 
al.(1988) observaron algunas excepciones a la teoría de la independencia 
la neurona de CAJAL, al encontrar unas sinapsis axo-somaticas,en donde se 
ítinuaban la membrana pre con la postsináptica,delimitando una comunicación 
ire^dos neuronas,que publicaron como "sinapsis comunicadas" y de las que 
íí presentamos otras varias posibilidades de comunicación.
□ferial y Métodos:
Gatos domésticos fijados mediante perfusión vascular con 
itaraldehido al 2,5 % en tampón de cacodilato sódico,lavados antes y des 
»s con solución de Ringer. El encéfalo se extrajo de la cavidad craneana 
indo el animal se encontraba fijado y rígido. Posteriormente se disecó 
mesencéfalo sumergido en tampón-sucrosa. Se postfijo en ácido ósmico al 
o durante tres horas. Se incluyó en araldita,previo lavado en acetato de 
milo al 2 56. Los cortes ultrafinos se tiñeron con citrato de plomo,y se 
servaron al microscopio electrónico de transmisión.
sultados y Discusión:
La observación con el microscopio electrónico,de las si- 
sis de las neuronas del núcleo per i acueduc tal dorsal del mesencéfalo del
0 nos ha evidenciado varios tipos de "sinapsis comunicadas":
..-SINAPSIS AXO-SOMATICAS COMUNICADAS: Con una comunicación abierta entre 
porción pre y postsináptica,la cua hace que exista un "paso" de continui 
l. Hay dos puntos de unión de las membranas pre y postsinaptica^que delimi
1 el sitio de "paso" entree las dos neuronas,por donde pueden pasar varias 
ículas sinópticas al mismo tiempo. En algunas sinapsis se pueden ver trae, 
ioe de "paso" en un mismo corte (Figura).
:.-SINAPSIS AXO-DENDRITICAS COMUNICADAS: Situadas al lado del soma de otra 
roña,en donde la parte pre y la postsináptica tienen sendos sitios-de 1 pa 
con el soma de la neurona adyacente.
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3. -jí.»A?SI3 AXO-AXatLCAS CAAIUdlCADAS: Zr. donas al jetón presinóptico tian 
un sitio de "jaso" o comunicación con si axó.n, lacia donde ya ha pasado ala 
na. vesícula sinóptica,la cual se puede observar entre los neurotúoulos.
4. -SIMAPSIS COT.PL.dJAS CJ^KJNICADAS AX3-30:1ATICA3 Y AXO-AXONICAS: Zn donaa 
3.1 un lujar,el ooton presinaptico se comunica por un amplio sitio de "paso" 
con el soma postsinóptico, y en otro lugar,el .tiís.jo ootón presinaptico nace 
contacto sinóptico con un axón, en donde se observan los .microtúoulos.
z . -s i::.\? sis  coi-iplujas zo:rjxicADAs axo-sg’ímtcas y AxoozMDftrriCAS: zn don
I i el ooton presinaptico se comunica por un sitio de "paso" con el soma de 
una neurona,y por otro sitio de "paso" se comunica con la dendrita de otra 
neurona.
Cstos cinco tipos da "3ÍXAPSI3 COXUZICADAS" podrian sar excepciones a la
II ir antera de separación" preconizada por CAJAL(l:i33) entre las dos superfî  
ales -.e las neuronas puestas en contacto físico en la sinapsis. Por el lu 
jar de "paso" puedan viajar las vesículas sinópticas, ya gue algunas de e 
lias pueden observarse en la región postsináptica.
rodos estos hallazgos necesitan de una más amplia conformación por parte 
de otros autores, y soerer todo precisan de una .mejor interpretación en el 
contexto de la "sinaptología odema",tanto estructural cono funcional.
Bibliografía:
-ZAJAL,3.3.: dren. deurociois. 13:217-231(1933).
- J f  R 0 3 £ R T I3 ,E . and B£.>ÍNE71T,H.S.: Zoderation. ?roc. 13:35(1954). 
-GONZALEZ SANTAMDER,R. et al.: Acta. Anat. 132:74-76(1933).
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ULTRAESTRUCTURA EN MEB Y ACTIVIDADES FOSFATASICAS EN APARATO DIGESTI­
VO DE Halobatrachus didactylus
M-L. GONZALEZ DE CANALES*, M5C. SARASQUETE, A. GRAU**, M. ROSETY 
y F.J. FERNANDEZ TRUJILLO***
*Lab. Biología. Inst **Ciencias Marinas de Andalucía?*Dpto. Cier̂  
cias Morfológicas, Fac. Medicina, UCA 
Fac. Ciencias del Mar, UCA. Polígono del Rio San Pedro. Puerto Real 
(Cádiz)
troducción: El tracto digestivo de peces teleósteos ha sido ampliamente es- 
udiado y descrito morfológica e histológicamente para determinar la fun- 
ión de estructuras anatómicas especializadas en relación a los diferentes 
ábitos alimentarios (ALBERTINI-BERHAUT, 1987). Estos estudios, junto con 
ds ultraestructurales y especialmente los histoquimicos e histoenzimáti- 
os (GONZALEZ DE CANALES et al., 1987 y WILLIAMS and NICKOL, 1989), nos 
ermiten ampliar el conocimiento de la función estructural del aparato di­
estivo de peces teleósteos y conocer la distribución de enzimas que partj_ 
ipan en procesos de absorción.
aterial y Métodos.- El material objeto de estudio han sido diferentes porciones 
el aparato digestivo de Halobatrachus didactylus de la Bahía de Cádiz, 
rocesados de la forma habitual para su observación al microscopio electro 
ico de sccanning, Mod. Jeol // JSM 820. Para el estudio de las activida- 
es fosfatásicas alcalina (E.C.3.1.3.1) y ácida (E.C.3.1.3.2) otras porcio 
es fueron procesadas directamente sin fijar, en el criomicrotomo y su lo- 
alización así como el efecto de diferentes compuestos (activadores e inhji_ 
idores) se realizó de la forma descrita en trabajos anteriores (SARASQUE- 
i et al., 1990)
■sultados y Discusión: Las características histológicas, histoenzimáticas y 
arfoestructurales de Halobatrachus didactylus, no difieren significativa- 
ante a la de otros teleósteos marinos de similares regímenes alimentarios 
<AP00R et al., 1975), entre las que destaca presencia de secreciones muco 
as en el epitelio gástrico. Morfoestructuralmente el esófago se caracterT 
a por presentar repliegues primarios, tanto longitudinales como transver- 
a1 es (Fig. 1), donde se observan células epiteliales que presentan los mi_ 
rorrelieves de protección característicos de teleósteos marinos (MEISTER 
t al., 1983). Entre las células epiteliales aparecen células mucosas se- 
retoras de mucosustancias ácidas y neutras. En la parte anterior del esó- 
ago se observan botones gustativos que según MEISTER et al., (1983) selec 
ionan químicamente el alimento. En la zona de transición esófago-estómago 
estaca la sustitución del epitelio de tipo protector por otro de caracte- 
ísticas absortivas, constituido por cortos microvilli que forman un tupi­
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do tapiz, constituyendo un importante centro de regulación osmótica 
(KIRSCH et al., 1985). La mucosa del estómago se caracteriza por presentar 
pliegues primarios transversales y secundarios dispuestos en todas las di­
recciones del espacio. Entre la superficie de las células epiteliales (gáŝ  
tricas) se observan orificios glandulares o foveolas gástricas y gotas de 
mucus (Fig. 2) presentes en otros teleósteos (SIS et al., 1979). La super­
ficie del intestino presenta grandes replegamientos longitudinales. Su epj_ 
te 1 i o absortivo está caracterizado por largos microvilli.
La actividad fosfatásica alcalina es muy intensa en la chapa estriada 
de los enterocitos del intestino y en la porción glandular y stractum com- 
pactum del estómago, asi como en los endotelios del sistema vascular. La 
fosfatasa ácida en el tracto digestivo.de Halobatrachus didactylus presen­
ta una distribución granular. La respuesta diferente de la fosfatasa alca­
lina del pez sapo marino frente a ciertos activadores e inhibidores como 
en otros teleósteos (GUTIERREZ et al., 1985) no sugiere la presencia de i- 
soenzimas en el sistema digestivo de esta especie. La fosfatasa alcalina 
fue inhibida por L-fenilalanina (20 mM). Con L-tetramisolé (5mM) y L-cis- 
teina (lOmM) se inhibe totalmente dicha actividad a nivel del estómago y 
parcial amente en otras porciones del aparato digestivo. La fosfatasa ácida 
es inhibida por NaF (lOmM) y parcialmente sensible al tartrato potásico 
(1OmM).
Biblioarofía ALBERT INI - BERHAUT, J.- 1987. J. Appl. Ichthyol. 3:1-12 
GONZALEZ DE CANALES, M-L. et al.- 1987. Bol.Fisiol.Anim. (Brasi1)11:101-11 
GUTIERREZ, M. et al.- 1985. Inv. Pesq. 49(2):239-253 
KAPOOR, B.G. et al.- 1975. Adv.Mar.Biol. 13:109-239
KIRSCH, R. et al.- 1985. In: Transport processes, Iono- and Osmoregulatioi 
pp:265-277.Springer-Verlag. Berlin, Heidelberg, New York 
MEISTER, M.F. et,al.- 1983. Zoomorphol. 102: 33-51
SARASQUETE, M-C. et al.- 1990. Actas III Cong. Nac. Acuicultura, 169-174
SIS, R.F. et al.- 1979. J. Fish Biol. 14: 179-186
WILLIAMS, J.A. and NICKOL, 6.8.- 1589. J.Fish Biol. 35: 359-372
Fig. 1. MEB de la mucosa del esófago donde se observan repliegues primarios 
longitudinales y transversales.
Fig. 2. MEB de la mucosa del estómago. Entre las células epiteliales se ob­
servan foveolas gástricas y secreciones mucosas.
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MIELINIZACION EN EL NERVIO OPTICO DE RATAS CRIADAS EN CONDICIONES DE 
OSCURIDAD ABSOLUTA.
González-Valverde, P; Mompeó Corredera, B; Sánchez Salgado, G; 
Salas Garvín, G. y Pizarro Celis, C.
PATOLOGIA Y CLINICAS HUMANAS
FACULTAD DE MEDICINA. Universidad de Extremadura 
Introducción:
La mielogénesis puede ser modificada por la acción de factores externos 
entre los que se han descrito los nutricionales (1) y los lumínicos 
(2,3), o internos como los hormonales (1).
Los objetivos de nuestro estudio se han centrado en establecer una 
serie de parámetros en torno al inicio y evolución del proceso de mieloge- 
nesis en condiciones de oscuridad. Se analiza el comportamiento de 
la población glial, el n9 de axones que mieliniza, el grosor de la 
cubierta mielínica y su correlación con el diámetro del axón y finalmente 
el diámetro total de las fibras nerviosas.
Material y Métodos:
Se han utilizado nervios ópticos de ratas, de diferentes edades, a 
las que se ha mantenido en condiciones de oscuridad absoluta.
El procesamiento de las muestras se realizó siguiendo la pauta habitual 
para M.E.T.
El cálculo de los distintos parámetros cuantificados se realizó mediante 
un analizador de imagen A.M.S. VID-II.
Resultados y Discusión:
Nuestras observaciones han mostrado que en el nervio óptico de ratas 
criadas en condiciones normales la mielinización se inicia el día 8 
de- vida postnatal, de acuerdo con los resultados de otros autores (4,5), 
mientras que en los animales sometidos durante su desarrollo a oscuridad 
absoluta tiene lugar un día antes.
La población glial de los animales sometidos a oscuridad es inferior 
a la de los controles durante los primeros 25 días de vida postnatal.
La actividad de los oligodendrocitos se incrementa entre los 6 y los 
10 días originando un número mayor de axones mielinizados.
La falta del estímulo luminoso, que en condiciones normales se transmite 
a través de los párpados, podría en los animales experimentales estimular 
la actividad de los oligodendrocitos y como resultado adelantarse la
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mieiogénesis aun existiendo menor número de células gliales. La causa 
del estímulo bien pudiera ser de origen neuronal o como interacción 
neurona-glia de acuerdo con Kan y Lister (1985).
La determinación del grosor medio de la cubierta mielínica ha sido 
utilizado por la mayoría de los autores, sin embargo consideramos que 
este parámetro está sujeto a grandes variaciones por la amplia gama 
de tamaños que presentan los axones y sus envueltas.
Esta misma característica se observó en cuanto al diámetro de las fibras. 
El diámetro de las fibras nerviosas no presentan a los 15 días diferencias 
llamativas entre ambas poblaciones, pero en los experimentales el número 
de fibras pequeñas es superior.
Bibliografía:
1. WIGGINS, R.C. y Cois., (1984). Brain. Research. 308:263-272.
2. TAUBER, H. y Cois., (1980). Neurosci. Lett. 16:235-238.
3. WARD, R. y Cois., (1982). J. Hirnforsch. 23:311-313.
4. GONZALEZ-VALVERDE, P. y Cois., (1979). Anal. Anta. 28(75):565-576.
5. CUENCA, N.E. y Cois., (1987). J. Comp. Neurol. 263:613-617.
6 . KAN, F. y Cois., (1985). Neurosci. Lett. 59:111-116.
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irmadures, la matriz es electrón clara y muestra una subestructura fibri lar ¡durante el proce­
so de maduración,su densidad aúnenta y su aspecto es granular.
Otras inclusiones injertantes en el oocito son los granulos corticales que en este memento 
del desarrollo,ocupan posiciones periféricas,por debajo del oolama.
La vesícula germinal ocupa gran parte del oocito,presenta un nucléolo prominente y numero - 
sos poros en su envuelta nuclear.El nucleoplasma tiene un aspecto claro.
En el oolema aparecen esporádicamente,no cono un hecho importante,vesículas forradas de 
micropinocitosis.
En este estudio se han hecho descripciones de los granulos de vitelo en el oocito de 
Glcssobalanus minutus en sus diferentes grados de maduración,asi cono de los granulos corti­
cales que tendrán un papel importante en la reacción cortical del oocito frente a la entra­
da del espermatozoide en el proceso de la fecundación.Estos granulos corticales no presen - 
tan una subestructura membranosa en su interior cono ocurre en algunas especies de Equinoder­
mos.
Bibliografía:-ADIYCOI,K.G. y ADIYODI.R.G. ,eds.(1983).Reproductive Biology of Invertebrates. 
Vol.II:Oogenesis,Oviposition and Oosorption.Chichester, SussexrJchn Wiley & Sons Ltd.
•GURAYA.S.S. (1986) .Morphological Studies en the Gcnads and Gametogenesis in the 
Hemichordate Ptychodera flava.Z.mikrosk.anat.Forsch. .Leipzig 100,5,s. :711 728.
•HADFTELD.M.G.(1975).Heraichordata.En:"Reproducticn of Marine Invertebrates.Vol.il: 
Entoprocts and Lesser Coelcmates.A.C. Giese y J.S.Pearse.Capt.7.New York.Academic Press.
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ULTRAESTRUCTURA DEL OOCITO VITELOGENICO DE Glossobalanus minutus(KOW. )
Carmen Guillén y Jesús Benito.
Departamento de Biología Animal I (Zoología). 
Facultad de Biología. Universidad Complutense de Madrid.
Introducción: Hasta el momento, los estudios realizados sobre las
gónadas de los Hemicordados se limitan a los trabajos de Hadfield(1975) 
sobre los cambios periódicos en el sistema reproductor y,los realizados 
a microscopía lumínica sobre las gónadas y gametogénesis en Ptychodera 
flava(Guraya,19B6). Nuestro estudio trata de la ultraesttuctura del 
oocito vitelogénico en el interior del saco ovárico de Glossobalanus 
minutus♦
Material y Métodos: Se han utilizado individuos adultos de Glossobalanus mi­
nutus, recogidos en la zona intermareal de Panjón(Pontevedra).Los 
segmentos de su región branquiogenital fueron fijados en glutaraldehido 
al 4% y postfijados en tetróxido de osmio al l%.Las piezas de tejido 
fueron deshidratadas en acetona,teñidas en bloque con acetato de 
uranilo al 2% e incluidas en Araldita.Los cortes finos se obtuvieron 
en un ultramicrotomo LKB III y se tiñeron con citrato de plomo. -
Resultados y Discusión- En este estadio de la oogénesis,el oocito se encuentra 
rodeado de un amplio espacio perivitelino donde se proyectan numerosas 
microvellosidades.Las microvellosidades,en su interior.contienen 
un haz de microfilamentos paralelos con función de armazón.
Los gránulos de vitelo ocupan la mayor parte del citoplasma.Dichos 
gránulos muestran una estructura y densidad electrónica variables.conse­
cuencia de los diferentes grados de maduración.Por lo general,los 
gránulos,rodeados de membrana,presentan una o varias condensaciones 
de material en una matriz de menor densidad electrónica.En los gránulos
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ORGANIZACION DEL CITOESQUELETO DE LA CAVIDAD VESTIBULAR EN 
Balantidium entozoon (PROTOZOA, CILIOPHORA)
Almudena Guinea, Ana Sola y Susana Serrano
Dpto. Microbiología I.
Fac. Biología. Univ. Complutense. 28040 Madrid.
Introducción: Los trabajos realizados sobre ciliados tricostomátidos durante 
las últimas décadas han sido escasos. Del género Balantidium, único género 
de la familia Balantiidae, se han descrito numerosas especies, pero son 
muy pocos los estudios referentes a su estructura y ultraestructura.
La estructura vestibular del género Balantidium únicamente ha sido estu­
diada en algunas especies: B. entozoon (1,3), B. elongatum (1,2,5), B. coli 
(1,5,9), B. xenopi (8 ), B. testudinis (6 ) y B. caviae (7). Por tanto, la 
estructura vestibular de B. entozoon ha sido solamente descrita a nivel 
óptico, por lo que hemos considerado interesante realizar su estudio con 
la ayuda de la microscopía electrónica de transmisión.
Material y Métodos: Los ejemplares de Balantidium entozoon fueron aislados del 
contenido intestinal de la cloaca de Rana ridibunda con la ayuda de una 
micropipeta, siendo el método de impregnación argéntica de Fernández- 
Galiano (4) el método utilizado en microscopía óptica. Para microscopía 
electrónica las células fueron fijadas en tetróxido de osmio en tampón 
cacodilato al 1%, deshidratadas gradualmente en acetona e incluidas en 
araldita. Los cortes se realizaron en un ultramicrotomo LKB, teñidos con 
acetato de uranilo y citrato de plomo y observados en un microscopio 
Philips 300.
Resultados y Discusión: Nuestras observaciones sobre la ultraestructura de la 
cavidad vestibular de Balantidium entozoon confirman el origen somático de 
las cinetias vestibulares en el género Balantidium (1,5), pero nuestros 
resultados indican que las cinetias supernumerarias únicamente estén pre­
sentes en la parte posterior del margen izquierdo.
Las monocinétidas del margen derecho del vestíbulo de B. entozoon con­
servan, como B. xenopi (8 ) y B. caviae (7), los derivados fibrilares clá­
sicos de la infraciliación somática (fibra cinetodésmica, microtúbulos 
transversos y microtúbulos postciliares). La trayectoria de los nemadesmos 
del margen derecho de B. entozoon es semejante a la observada en 
B. elongatum (5) y en B. xenopi (8 ), mientras que en B. coli (5) y en 
B. testudinis (6 ) la trayectoria de estos microtúbulos es longitudinal.
Las crestas intercinéticas de este margen están sostenidas por microtúbu­
los postciliares y transversos.
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La ultraestructura del margen vestibular izquierdo no ha sido descrita 
en ninguna especie del género Balantidium. Los cinetosomas del margen 
vestibular izquierdo se observan más próximos entre sí que los del margen 
derecho, estableciéndose en cada cinetia uniones electrondensas a nivel 
de su extremo proximal. Las crestas intercinéticas de este margen están 
también sostenidas por los microtúbulos postciliares y transversos, pero 
en este margen las fibras cinetodésmicas son rudimentarias. Los microtú­
bulos transversos de los cinetosomas de este margen constituyen, como en 
B. xenopi (8 ) y en B. elongatum y B. coli (5), junto con los nemadesmos 
procedentes del margen derecho, el citoesqueleto dorsal de la cavidad 
vestibular.
Por último, las largas fibras periódicas de la parte posterior de la 
cavidad vestibular de B. entozoon, corresponden al "motorium" descrito en 
B. elongatum (2) y en B. entozoon y B. galianoi (3).
Bibliografía: (1) Fauré-Fremiet. 1955. J. Protozool.,2. (2) Fernández-Galiano. 
1952. Trab. Inst. Cieñe. Nat. "José Acosta",Ser. Biol.,4. (3) Fernández- 
Galiano. 1955. Trab. Inst. Cieñe. Nat. "José Acosta". Ser. Biol.,4. (4) 
Fernández-Galiano. 1976. Trans. Am. Microsc. Soc.,95. (5) Grain. 1966. C.R. 
Acad. Se. París, 263. (6 ) Grain. 1969. Progress in Protozoology, abstr. 
Third Int. Cong. on Protozool., Leningrad, Nauka ed. (7) Paulin y 
Krascheninnikow. 1973. Acta Protozool., 12. (8 ) Puytorac de y Grain. 1965. 
Protistologica, 1. (9) Wolska. 1963. Acta Protozool.,1.
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ES TU D IO  CON M .E .T . DE LOS ELEMENTOS PE R ITU B U LA R ES DE LOS TES TIC U LO S  
CRIPTO RQ UID ICO S.
G utié rrez , A., Cañizares, FJ., Campos, A.
Departameto de H isto logía y Biología Celu lar. Facultad de Medicina. U n ive rs idad  
de Granada. 18071 Granada.
Introducción:
D ife ren tes  es tud ios  han m ostrado que los tes tícu lo s  c r itp o rq u íd ic o s  p resentan 
un pa trón  h is to lóg ico , h is tom étrico  y u ltra e s tru c tu ra l ca ra c te rís tico  (1, 2). De 
o tra  pa rte , se establece la im portanc ia  de la edad en la ap ric ión  de d ichas 
a lte rac iones (3). El o b je tiv o  del p resen te  tra b a jo  es estab lecer las 
m odificaciones u ltra e s tru c tu ra le s  presen tes en los tes tícu los  c r ip to rq u íd ic o s  
en los d is t in to s  periodos crono lóg icos de la in fanc ia .
Material y Métodos:
En el p resen te  tra b a jo  se es tud ia  una se rie  de 19 tes tícu los  c r ip to rq u íd ic o s  
p rocedentes de biopsias te s tic u la re s  ob ten idas en el momento de la 
o rqu idopex ia . Dicho m ateria l fue  procesado para  m icroscopía e lec trón ica  de 
transm is ión  según las pautas m etodológicas hab itua les. Los te tic u lo s  se 
c la s ifica ro n  cronológ icam ente según las etapas de la in fanc ia , esto es de 0 a 
1 años, de 2 a 4 años, de 5 a 9 años y de 10 a 14 años (1, 2).
Resultados y Discusión:
El es tud io  de los elementos p e r itu b u la re s  en los tes tícu los  c r ip to rq u íd ic o s  de 
los d ife re n te s  g rupos crono lóg icos estab lecidos nos perm ite  d is t in g u ir  
m odificaciones s ig n if ic a tiv a s  ta n to  a n ive l de la lámina basal como de la tú n ica  
propia .
En re lación con la lámina basal, destacamos el increm ento p ro g re s iv o  de g roso r 
en los g ru po s  crono lóg icos de m ayor edad al igual que se obse rva  una 
con tin u id ad  de la misma a lo la rgo  de toda la pared tu b u la r  en todos los 
g rupos  crono lóg icos considerados de la in fan c ia  (3). Asimismo, destaca en el 
g ru po  c rono lóg ico  de 2 a 4 años la p resencia  de invag inac iones de la membrana 
basal, asi como, el e rizam ien to  de la s u p e rfic ie  tu b u la r , no siendo observada  
la misma en el resto  de los g rupos  estud iados (F ig . 1 y 2).
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La túnica propia de dichos testículos de 2 a 4 años presenta un incremento 
en la densidad y tamaño de la capa de fibras de colágeno, con respecto al 
período anterior, y superior también respecto a los periodos posteriores. 
Finalmente observamos un descenso en el número de elementos fibroblásticos 
en los grupos cronológicos de mayor edad.
Las modificaciones encontradas, que se relacionan con la actividad 
biosintética del colágeno, sugieren una interacción entre estos y el desarrollo 
de la linea germinal en los testículos criptorquídicos.
Bibliografía:
1) Bacon, R. and Niles, R. (1985). Springer-Verlag, New York., pp. 395-420.
2) Glenn, J. (1986). Davis Christopher. Interamericana, México, pp. 1761-1821.
3) Hadziselimovic, F. (1977). Advances in Anatomy, Embriology and Cell 
Biology. Springer-Verlag, Vol 53, pp. 1-72.
4) López, A., Vilches, J., Aparicio, J. y Castiñeiras, J. (1987). Acta Urol. Esp., 
11, 23-28.
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NUEVO METODO DE DETECCION ANTIGENICA POR INMUNOADHERENCIA A S.AUREUS 
INMUNOMARCADO Y ANALISIS POR ELECTRONES RETRODISPERSADOS
Herrera M.I., Cuevas L.f Santa María I.f Cantó C., Pérez-Breña P. 
y Katz D.*
Centro Nacional de Biología Celular y Retrovirus. Centro Nacional de Micro 
biología. Majadahonda (Madrid).'Israel Institute for Biological Research. 
Ness Ziona. Israel.
i .. Nuestro estudio se ha orientado hacia el desarrollo de una nueva metodologíantroduccion:
iagnóstica en virología, para la detección de virus o antígenos víricos en suspensión 
asada en la combinación de técnicas de inmunomicroscopía electrónica de adsorción a una 
ase sólida (ISEM) (1) con el inmunomarcado con oro coloidal, analizando las muestras por 
etección de electrones retrodispersados (ER) en un microscopio electrónico de barrido a 120 
V (MEB-ER), comparando resultados con los obtenidos por microscopía electrónica de 
ransmisión (MET) y tomando como área de aplicación enfermedades respiratorias ( producidas 
dt el virus Respiratorio Sincitial, RSV), y el SIDA (por el virus de la Inmunodeficiencia 
umana, VIH). La aplicación reciente (2) de la MEB-ER a la localización de antigenos víricos 
n células infectadas por VIH ha mostrado las ventajas de este sistema en la detección 
ensible y especifica de antígenos y su ulterior cuantificación.
Aoteriol y Métodos’ método desarrollado se basa en la técnica "Protein A-coated bacteria 
echnique" (PA-CBT) (3) que utiliza la bacteria que contiene la proteína A iStaphylococcus 
jreus, cepa Cowan I) como fase sólida para la captura de virus en suspensión, en dos 
tapas: una primera incubación de las bacterias con anticuerpos específicos frente al virus
roblema, (anticuerpos de captura, AC) y una segunda incubación con la muestra a estudiar, 
isualizándose las preparaciones por tinción negativa (TN) y MET. En nuestro trabajo, se ha 
rocedido ai posterior inmunomarcado indirecto de las muestras con anticuerpos monoclonales 
1Ahs) y oro coloidal (PA-CBT/oro), empleando alternativamente MET y MEB-ER para su estudio, 
isayándose: 1) En RSV, sobre cultivos de virus y secreciones nasofaríngeas y 2):En VIH,
ibre cultivos de virus y en 20 sueros de individuos seropositivos, empleándose en ambos 
isayos antisueros humanos como AC y MAbs en el inmunomarcado.
esultados y Discusión: A diferencia de la PA-CBT, esta nueva técnica permite la detección 
» antigenos solubles en sueros y en muestras clínicas, debido al procedimiento de 
imunomaicado con oro coloidal. Una vez marcadas, las muestras pueden estudiarse 
jcionalmente por MET o por MEB-ER. Este último método posibilita la visualización del 
rrcador (oro coloidal) en la superficie de bacterias aisladas y también en agregados (que 
iterferían al visualizar por tinción negativa).
En los estudios sobre RSV se ha observado que la MET directa proporciona resultados 
itisfactorios, dado que la concentración de antigenos víricos presentes en las muestras 
I micas fue suficiente para su visualización por MET (Fig.l), sin que fuera preciso 
•turril a la mayor sensibilidad de la MEB-ER.
En la detección del antígeno p24 del VIH la MEB-ER proporciona una sensibilidad mayor 
le la MET, siendo posible detectar 125 pg/ml de antigeno diluido en PBS y 150 pg/ml de 
itígeno diluido en suero humano, con un límite de detección en sueros humanos positivos por 
.ISA de 420 pg/ml (Fig.2).
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Estos últimos resultados muestran que el estudio de sueros plantea, al menos, d< 
clases diferentes de problemas: a) úna disminución de la sensibilidad debida a ui 
inhibición en la detección del antigeno (por causas en fase de estudio, p.e. sueros ■ 
clarificados) y b) una disminución de la sensibilidad debida a la elución del anticuerpo t 
captura (por competición con las IgCs humanas no especificas). Como solución a esti 
problemas, se procedió a reemplazar las suspensiones de bacterias comerciales (prefijadas ■ 
forma lina) por suspensiones de bacterias sin fijar, por su mayor capacidad de unión a 1« 
anticuerpos de captura y a  la fijación quimica con glutaraldehído de la unn 
bacteria-anticuerpos de captura con objeto de obtener una fase sólida mas establ< 
impidiendo la elución de estos anticuerpos.
Pese a la adopción de estas medidas, la sensibilidad de la PA-CBT/oro para antigei 
diluido en PBS (125 pg/ml), ha sido aproximadamente el cuádruple de la obtenida en suero: 
(420 pg/ml). Es preciso, por tanto, mejorar el tratamiento previo de los sueros para obten» 
resultados más reproducibles y alcanzar la alta sensibilidad potencial de esta técnica.
El conjunto de los resultados pone de manifiesto las prometedoras posibilidades < 
aplicación de esta técnica en la detección de antígenos víricos en cualquier clase c 
muestras clínicas, como exudados y otros tipos de secreciones corporales, en los que por si 
características se hace difícil la aplicación de otros métodos.
Bibliografía:
1. D. Katz y A. Kohn. "Immunosorbent electrón microscopy for detection of viruses 
Adv. Virus Res. 29: 169-194, 19S4.
2. M.l. Herrera, I. Santa María, R. de Andrés, R. N'ájera. "Localization of Huai 
Immunodeficiency Virus antigens in infected cells by scanning/transmission-ímmunogo 
techniques". ültrastruct Pathol, 12:439-447, 1986.
3. D. Katz, Y. Straussman, A. Shahar, A. Kohn. "Solid-phase ímmune electrón microscoj 
(SPIEM) for rapid viral diagnosis" J. Immunol. Methods 38: 171-174, 1980.
Fig. 1. X 34.000. M.E.T. Fig. 2. X 7.000. M.E.B./E.R.
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COMICA DE PREPARACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS DE OTAN TAMAÑO. (± Ion)
, Lebrato, R. Ocete Rubio, A.M. Jiménez, P.M. Escolar, E. Gómez Asensio
istituto de Recursos Naturales y Agrobiología de Sevilla, Apdo. 1052, 41080 Sevilla
itroducción:
El gusano rosado del algodonero, Pectinophora gossypiella Saunder (Lepidoptera: 
ilechiidae), es un microlepidóptero que constituye una de las principales plagas del 
Lgpdonero en la práctica totalidad de los países productores.
Dentro de Andalucía Occidental existen áreas donde la especie puede considerarse 
idéntica, como es el caso de la Zona Regable del Guadalcacín (Cádiz), en las que las larvas 
?s esta especie provocan inportantes daños cuantitativos y cualitativos que afectan 
ariamente al rendimiento económico de las explotaciones.
ira realizar la diagnosis se ha recurrido al empleo del microscopio electrónico de barrido, 
aterial y Métodos:
Las muestras se fijaron in vivo manteniéndolas en una solución 2:1 de Tetróxido de 
smio glutaraldehido durante 24 horas. >
Una vez fijados la deshidratación se realizó sometiéndolos a tratamientos con acetona 
i concentraciones del 25%-50%-73% en barridos sucesivos durante 15’ permaneciendo en acetona 
l 75% hasta que se va a llevar al microscopio, que se le cambia por acetona al 100% 
irante 15’.
A continuación la muestra se pone en un porta, pegándolas con carbón coloidal y se 
jservan al microscopio marca ISI modelo SS40 a una tensión de 2 Kv.
ateríales y Discusión:
Dentro del carpo de la Entomología Aplicada, la técnica presentada permite un arplio 
rtoc intiento de la morfoanatcmía de los estadios preimaginales, que es la base para la 
íalización de una adecuada diagnosis de los mismos, que facilite la identificación 
êquívoca de las especies-plaga. Ya que ello constituye el punto de partida para el 
íspliegue de medidas de control.
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RESPUESTA DEL COMPLEJO USOSOMICO DE LAS CELULAS DEL SINUSOIDE 
■PATICO TRAS LA ADMINISTRACION DE CURATO FERRICO.
LOPEZ, A  VAZQUEZ, S.; VILCHES, J.; MUÑOZ, C.; ROMERO, L
1 to. de Biología Celular y Anatomía Patológica. Facultad de Medicina. Universidad
de Cádiz.
ducción:
Los dos compartimentos celulares hepatocitarios -los elem entos parenqulm atosos y  
sinusoidales- se com plem entan ante la sobrecarga férrica. Sin em bargo sigue existiendo una 
pila controversia acerca d e l p ape l desem peñado p o r cada uno d e  los elem entos sinusoidales en  
metabolismo férrico. Las células d e  Kupffer son capases d e  alm acenar este elem ento y  en 
laclones d e  dem anda devolverlo a l torrente sanguíneo. Por e l contrario, las células endotellales y  
d e  Ito, en condiciones normales, no participan en dicho m etabolism o férrico, s i bien en estados  
sobrecarga se han observado depósitos en las células endoteliales (HULTCRANZ). Aún mas 
cutida es la participación d e  las células perisinusoidales. El presente trabajo tiene com o objetivos 
iistribución intracelular d e l hierro en las diferentes celular d e l sinusoide hepático, los organelos  
ulares im plicados y  la cuantificación d e  las m odificaciones inducidas experimentalmente.
irial y Métodos:
Se han utilizado un total d e  20 ratas adultas d e  am bos sexos d e  200  ±  20  
m os d e  peso  a las que se les inyectó -vía intraperitoneal-, con una frecuencia semanal, citrato 
ico  am ónico (60 m g /k g ). Los anim ales se sacrificaron a los 15, 30 y  60 días. E l número de  
males sacrificados en cada fecha fue d e  cinco. Se utilizaron com o control c inco anim ales a los que  
les inyectó intraperitoneal m ente e l mismo volumen que a los anteriores d e  agua estéril apirógena, 
procesado tras la fijación-perfusión con glutaraldehido a l 2 , 5 %  fue e l convencional para M .E.. Los 
tes se examinaron en un M.E.T. Philips 400. El estudio microanalítico se realizo sobre secciones  
contrastar d e  1000 a 2000 Á que se montaron indistintamente en rejillas d e  Au y  N i El analizador 
un EDAX 711; e l tiempo d e  análisis d e  200 segundos y  a 20-40 Kv. Finalm ente e l estudio  
rfométrico se llevó a cabo sobre fotografías ultraestructurales d e  aquellos elem entos que cumplían  
pautas dictadas p o r H. DAVID, con un analizador VIDS-II y  con un program a d e  fracción d e  área.
Itados y Discusión:
Las células d e  Kupffer triplican su superficie debido, 
damental mente, a l enorm e increm ento que sufre e l compartimento lisosóm ico que d e  0 ,339 m ie ra s  
inza las 21,385 m ieras2 a  los 60 días. Las células endoteliales, sin increm entar su superficie, s í se  
gan d e  partículas férricas y  sus lisosomas, que representan una fracción d e  área d e  0,45% , llegan  
cu par e l 7,3% d e  la superficie celular. Por último, las células d e  Ito captan partículas férricas - 
)sto d e  manifiesto m ediante m icroanálisis d e  rayos X-, increm entando, igualmente, su 
npartimentó lisosóm ico hasta un 8,86%  d e  su superficie celular. Prácticam ente se adm ite que tanto 
hepatocitos com o las células d e  Kupffer son los elem entos más representativos en e l metabolismo  
ico, tanto en condiciones normales com o en estado d e  sobrecarga. Por e l contrario existen 
drsas opiniones acerca d e  la participación d e  las células endoteliales. Por un lado HULTCRANTZ  
NO O K no la involucran en diversos estudios experimentales mientras que DULLM ANN sostienen  
esis contraria. La discusión es mayor cuando se trata d e  las células d e  Ito, donde la mayoría de  
estudios d e  siderosis no la consideran en los escasos que la citan para unos no intervienen
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(HULTCRANTZ) mientras que para otros s í (VILCHES). Nuestros hallazgos confirman la participack  
d e  am bas células y  los estudios microanalíticos aclaran la identidad d e  los depósitos electrodensc  











AREA FRAC. AREA FRAC. AREA FRAC.
CONTROL 20.586 0,339 1,65 13.833 0,089 0,45 26.858 0,225 0,8
15 DIAS 42.812 6,267 14,64 19.351 0,628 3,25
30 DIAS 66.957 17,28 25,87 17.581 1,154 6,57
60 DIAS 69.901 21,38 30,58 13.238 0,96 7,3 19.577 1,734 8,86
TABLA I: Valores morfométricos obtenidos en e l transcurso d e  la sobrecarga férrica. Las cifras Si 
m ic ra é  y  los porcentajes d e  la fracción de área ocupada p or e l compartimento lisosóm ico en %.
Bibliogrofía
DAVID, H. y  cois. Exp. Pathol. 1983; 23; 131-141. 
DULLM ANN y  cois. Verh. Anat. Ges. 1976; 70; 971-976. 
HULTCRANTZ, R. y  cois. Amer. J. Pathol. 1979; 96; 625-640. 
VILCHES y  cois. Annales d'Anat. Pathol. 1980; 25; 95-110.
N ° 1. Célula d e  Kupffer con numerosas estructuras endocfticas ( r )  y  lisosomas (* )  con contenid  
electrodensos. N °  2. Célula endotelial con abundantes estructuras lisosómicas (*). Espacio d e  D i 
(* ). N °  3. Células d e  Ito con liposomas (*). El microanálisis d e  las zonas electrodensas muestra p ie  
férricos.
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RESPUESTA DEL COMPLEJO USOSOMICO HEPATOCITARIO TRAS LA 
MINISTRACION DE CíTRATO FERRICO.
LOPEZ, A ; VAZQUEZ, S.; VILCHES, J.; DE PALACIO, L ; APARICIO, J.
yo. de Biología Celular y Anatomía Patológica. Facultad de Medicina. Universidad
de Cádiz.
HODUCCION: Las células parenquim atosas hepáticas as í com o las sinusoidales, participan en el 
oeso d e  alm acenam iento férrico. Los dos sistemas celulares se com plem entan uno en otro y  son 
aces d e  acum ular cantidades masivas d e  hierro sin perm itir su pase a  otros órganos. S e sabe que 
iierro intracitoplásm ico se localiza, tanto a nivel d e l hialoplasma com o en e l interior d e  la red  
cavitaria, desconociéndose e l m ecanism o d e  intercam bio d e  las partículas férricas entre estos dos  
ipartimentos. D ebido  entre otros casos a las dificultades para la identificación d e  las partículas 
eos con M.E.T. convencional, puesto que p uede confundirse con otras partículas electrodensas, 
70 afirma ARSTILA. En la presente trabajo estudiarem os las m odificaciones ultraestructurales que  
en los hepatocitos tras la sobrecarga férrica experimental; e l reconocim iento d e  las partículas  
cas m ediante e l análisis con energía dispersiva d e  rayos X  d e  los diferentes organelos im plicados  
a distribución y  a lm acenam iento d e l hierro y  e l estudio cuantitativo m ediante un analizador VIDS-II 
á participación d e  los hepatocitos en la sobrecarga.
TERIAL Y M ETO DO : Se han utilizado un total d e  20 ratas adultas d e  am bos sexos d e  200  ±  20  
nos d e  peso  a las que se les inyecto -vía intraperitoneal-, con una frecuencia semanal, cltrato 
co  am ónico (60 m g /k g ). Los anim ales se sacrificaron a los 15, 30  y  60 dias. E l núm ero de  
nales sacrificados en cada fecha fue d e  cinco. Se utilizarón com o control c inco anim ales a los que  
es inyecto intraperitonealm ente el mismo volumen que a los anteriores d e  agua estéril apirógena, 
rocesado trás la fijación-perfusión con glutaraldehido a l 2 ,5  % fue e l convencional para M.E.. Los 
es se examinaron en un M.E. T. Philips 400. El estudio m icroanalítico se realizo sobre secciones  
contrastar d e  1000 a 2000 Á que se montaron indistintamente en rejillas d e  Au y  Ni. El analizador 
un EDAX 711; e l tiempo d e  análisis d e  200 segundos y  a 20-40 Kv. Finalm ente e l estudio  
fom étrico se llevó a cabo sobre fotografías ultraestructurales d e  aquellos elem entos que cumplían  
pautas dictadas p o r H. DAVID, con un analizador VIDS-II y  con un program a d e  fracción d e  area.
MULTADOS Y D ISCUSION: El hierro administrado en primera instancia, es relativam ente inocuo para  
hepatocitos ya que es captado y  a lm acenado p o r las células d e  la barrera sinusoidal. Cuando se 
itiene la sobrecarga, nos encontramos como, d esde un punto d e  vista ultraestructural, 
roanalítico y  morfométrico, e l compartimento lisosóm ico se increm enta en número, tamaño y  
tenido. Este hecho dem uestra e l p apel defensivo d e  las células sinusoidales durante la sobrecarga  
gena, debido  a su capacidad  d e  captación y  alm acenam iento. Sim  em barago, cuando e l hierro 
otra en los hepatocitos, las lesiones en estos últimos van a  ser m ás intensas que en los elem entos  
isoidales. P or otro lado, los hallazgos microanalíticos a nivel d e l canalículo biliar, suponen la 
•tencia d e  una vía exocítica d e  excreción lisosómica d e  los com puestos férricos, estando estos
9 9
resultados en la misma linea d e  LESACE y cois, que consideran la excreción biliar d e l hierro una v  
importante para elim inar e l exceso d e  este metal.
Las alteraciones d e l resto d e  los organelos celulares -mitocondrias, peroxisomas, etc.- sugieren l 
m ecanism o d e  respuesta celular inespecífico, debido a las alteraciones d e l m etabolismo lipoproteic> 
sin que hasta el presente sea posible asignarle una significación exacta.
CONTROL 15 DIAS 30 DIAS 60 DIAS
AREA CELULAR 161,20 260,168  • 283,703 142,136
LISOSOMAS 2.435 5.586 12.946 19.604
FA/L 1,51% 2,15% 4,56% 13,79%
TABLA I: Area en M ieras; FA: Fracción d e  área; L: Lisosoma.
B IB LIO G RAFIA
ARSTILA A.V. Y COLS. Amer. J. Pathol. 1970; 58; 419-449  
DAVID H. y  Cois. Exp. Pathol. 1983, 23; 131-134 
LESAGE G.D. y  Cois. J. Clin. Invest. 1986; 77; 90-97
Fig. 1, 2, 3. Polo biliar hepatocitario con abundantes lisosomas ( I) en la N °  3, en e l canalículo b ilí 
(* )  existen partículas densas que microanalíticamente corresponden a hierro.
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ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LOS ÓRGANOS DE COMUNICACIÓN INTERZOOIDAI 
EN BRIOZOOS QUEILOSTOMADOS (BRYOZOA: EURYSTOMATA)
arlos López de la Cuadra y José Carlos García Gómez
ABORATORIO DE BIOLOGÍA MARINA, 
departamento de Fisiología y Biología Animal.
acuitad de Biología. Universidad de Sevila.
Introducción:
Los briozoos son los únicos organismos coloniales que poseen, en 
a mayoría de las especies, exoesqueleto calcáreo (Jackson, 1Q77). En el 
rden Gieilostomata, la solución de dos problemas (gemación y comunicación), 
e consigue mediante las mismas estructuras, cuya función es en principio 
a gemación y después la comunicación. Lidgard (1985) reconoce dos tipos 
e gemación, cuyas combinaciones y modalidades explican las distintas 
ríometrías coloniales existentes, tanto en especies incrustantes como 
rectas. Mostramos, con varios ejemplos, los tipos de gemación y de geometría 
alonial, basándonos en las modalidades de órganos de gemación-comunicación.
Material y Métodos:
Las colonias utilizadas eran desprovistas de materia orgánica mediante 
i vado en NaOCl, para poner de manifiesto exclusivamente el esqueleto 
iIcáreo. Posteriormente fueron metalizadas con oro y observadas y fotogra­
badas con el microscopio electrónico de barrido JEOL 820 del Servicio 
5 Microscopía Electrónica de la Universidad de'Cádiz.
Resultados y Discusión:
g- 1*- Lucilina innominata. Gemación intrazooidal. Una parte de la cavidad 
■I zooide gemante se separa por una pared perforada interna, y la cámara 
■sultante (cámara porosa)(flecha), produce hacia el exterior la cavidad 
■I nuevo zoo i de, pasando a formar parte de éste, en un proceso de gemación 
itrazooidal. las yemas varios zooides se unen para formar uno nuevo (georne- 
ía c<*al(‘scente) sin que ninguno de ellos tenga una mayor influencia.
4?- 2.- Chorizopora brongniarti i Gemación zooida 1 con zooides disjuntos, 
da zooide produce Lóbulos cortos, que se fusional cuando entran en contacto 
i-. -íEic-n un nuevo zooide. La geometría resultante es coalescente.
S- 3-~ V»’at,ors i pora .subovo i dea crece en líneas paralelas (geometría lineal 
ltiserial. La gemación se produce cuando la pared aún no se ha calcificado 
dilación zooidal). Al formarse el tabique, quedan placas porosas de comuni-
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nación, tanto en las paredes transversales (pt) como laterales (pl).
J  polaridad de las placas se indica con flechas.
Fig. 4 .- Schizomavella linearis tiene una geometría semejante a la anterior, 
Dero su gemación es multizooidal, caso particular de la zooidal en que 
Ia gemación se adelanta a la tabicación en sentido distal pero no lateral, 
^n la zona de gemación sólo se forman paredes laterales, pero l¿is transversa­
les lo hacen muy por detrás. La comunicación se realiza por' placas unipo- 
"osas (pu).
rig. 5»- Myriapora truncata. Gemación zooidal con geometría no lineal, 
ín la que La zona de gemación (parte superior de la fotografía) está indi- 
erenciada y no calcificada. Todas las paredes son tabiques internos que 
ie forman con posterioridad a la gemación (Sandberg, 1977).
rig. 6 .- Aetea sica. Gemación zooidal y colonia de tipo uniserial, en 
a que la parte próxima 1 de cada zooide es un tríbulo. Los zooides no guardan 
contacto entre sí, excepto por el punto de gemación (p).
Los órganos de comunicación son "restos" del proceso de gemación, con 
il que están muy relacionados o del que son responsables, como en el caso de 
as cámaras porosas o la regeneración de un zooide dañado, que se produce 
1 partir de ellos (Banta, 1969).
lauta, IV. C. , 1969.- The body wall of cheilostome Bryozoa, II. Interzooidal 
:ommuni catión organs. J . Morph., 125: 497-508.
1ACKS0N, J., 1977.- Competition on marine hard substrata:
>he adaptative significance of solitary and colonial strategies. 
Vmer. N a t u r . , 1 1 1 :  743-767*
.IDGARD, S., 1 9 8 5 *- Zooid and colony growth in encrusting
:heilostome bryozoans. Palaeo nt ol og y, 28(2): 255-291.
5ANDBERG, P. A., 1977*- Ultrastructure, mineralogy and develop-
lent of bryozoan skeletons. En: R. M. Woolacott y R. L. Zimmer 
e d s . ), Biology of B r y o z o a n s . Academic Press.
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EFECTO DEL NITRATO SOBRE LA ULTRAESTRUCTURA DE LOS PEROXISOMAS Y LA LOCALIZACION DE 
CATALASA EN NODULOS DE Lupinus al bus L. cv Multolupa.
LORENZO, C., LUCAS,TI M., VIVOT A., y de FELIPE, M.R.
FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA VEGETAL
CENTRO DE CIENCIAS NEDIOWBIENTALES, C.S.I.C., Madrid.
Producción: La 'Fijación biológica de nitrógeno en leguninosas se produce al establecerse 
ía sinbiosis entre la leguninosa y bacterias de los géneros (Brady)rhizobiun. La sinbiosis se 
'aduce en la aparición de estructuras morfológicamente definidas (nodulos), en cuyo interior 
¡ encuentra el microsinbionte bacteriano. La aplicación de nitrato a una leguninosa con una 
bulación bien establecida se traduce en una inhibición de la fijación y en severas alteracio 
?s de la ultraestructura nodular.
En los últimos años se ha prestado gran atención al papel desempeñado por los peroxisemas
1 el funcionamiento de dichas simbiosis. En los nodulos de leguninosas de han encontrado dos 
pos de peroxisemas. Esta es la primera vez que se describen los peroxisanas del nodulo de lu 
no, que constituyen un tercer tipo intermedio entre los citados, tanto por su aspecto y tama- 
> coma por la localización de actividad cata!asa en ellos.
\oter¡al y Métodos: Secciones de nodulos fijadas en glutaraldehido al 2.5 % en tanpón fosfato 
05 M pH 6.8 se preincubaron en DAB (3,3'-tetrahidroclorato de diaminobenzidina, Signa) al
02 % en tanpón 2-amino-2-metil-l,3-propanodiol (AMPO, Signa), 1 hora, en la oscuridad y a 
irperatura anbiente, según (1). A continuación las secciones se incubaron en el misma medio 
•n HJL 0.02 cí ,  1 hora, en la oscuridad y a 375 C. En algunas nuestras se adicionó 3-amino- 
,2,4-triazol (AT, Signa) 0.02 M, coma inhibidor de la actividad catalasa. Tras la incubación 
das las muestras se postfijaron en OsO. al 1 % en tanpón fosfato, 1 hora a 4 ?C. Se deshidra 
iron en serie creciente de acetona y se incluyeron en Araldita (Durcupan ACM). Las secciones- 
trafinas se contrastaron con citrato de ploma (2) y se observaron en un microscopio electró- 
co Philips 300 a una tensión de 80 Kv.
quitados y Discusión: ^  te j i do central de los nodulos de leguninosas está ccnpuesto, gene- 
rímente, de dos tipos'de células: infectadas ( en las que se encuentran los bacteroides o for 
ís sinbióticas de los Rhizobiun), y no infectadas. En los nodulos de leguninosas que transpor 
in el nitrógeno fijado en forma de amidas, las células no infectadas presentan el aspecto de 
ía célula parenquimática normal (3). En los nodulos de las leguninosas que transportan el ni- 
'ógeno fijado en forma de ureidos (caso de la soja), los peroxisomas de las células no infec­
idas son grandes, están involucrados en el metabolismo de los ureidos y tienen actividad cata 
isa detectable mediante el marcado con diaminobenzidina (4). En artos tipos de nodulos, los 
íroxisomas de las células infectadas son pequeños, de aspecto degenerado, y dan localización 
icierta o negativa de actividad catalasa.
El nodulo de lupino presenta la particularidad de que el tejido central está carpuesto ex 
usiverente por células infectadas. Los peroxisomas encontrados en estas células (Fig.l) no 
esentan aspecto degenerado, son de tamaño internEdio (0 medio: 0.18-0.35 un) entre los dos 
pos anteriormente citados, y dan reacción claramente positiva con la DAB (Fig.2). Esta es la
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primera vez que se describen los peroxisomas del nodulo de lupino, y tanbién la primera vez 
que peroxisomas de células nodulares infectadas presentan actividad catalasa local i zable median 
te DAB. En los bacteroides puede apreciarse la existencia de pequeños precipitados, posiblemen 
te relacionados con la existencia en los mismos de actividad catalasa. El uso de AT coma inhir 
bidor de catalasa redujo el marcado de los peroxisomas (aunque aun son apreciables restos de 
reacción, Fig.3), sin que se apreciara diferencia en los bacteroides.
La aplicación de nitrato a las plantas noduladas de lupino (20 nM, durante 5 ó 10 días) se 
tradujo en una gran alteración de la ultraestmctura de los peroxisomas y en una pérdida del 
marcado con DAB (Fig.4, 5 días de nitrato), indicativa de una disminución de actividad catala­
sa. No se apreciaron diferencias en los bacteroides. La actividad catalasa y la fijación de ni­
trógeno han sido correlacionadas positivamente (5). En nuestro caso, la pérdida del marcado con 
DAB fué paralela a una disminución de actividad nitrogenasa del 32 % y 70 %, respectivamente, 
tras 5 y 10 dias de nitrato. Los resultados histoquímicos están de acuerdo con los obtenidos 
bioquímicamente (6), en los que el nitrato disminuye la actividad catalasa del citoplasma del 
nodulo pero no la de los bacteroides.
La disminución de las actividades nitrogenasa y catalasa, así como la reducción en el con 
tenido en leghenoglobina (una de las proteínas claves en el proceso de fijación de nitrógeno) 
y la degradación estructural observada en los componentes nodulares (7), son indicadores de la 
senescencia inducida en el nodulo por la aplicación de nitrato a la leguminosa.
Bibliografía:
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"ESTUDIO INMUNOOITOQUIMICO ULTFAESTRUOTURAL DE LOS DIFERENTES TIPOS 
DE PELUDAS ENDOCRINAS DE LOS ISLOTES DE LUBINA (Dicentrarchus lahrax).
LOZANO, MT; GARCIA HERNANDEZ, MP; ABAD, ME; GARCIA AYAI.A; AGULI£IRO,B.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR 
FACULTAD DE BIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE MURCIA. MURCIA
En los islotes pancreáticos de lubina (D. labrax) se 
Introducción: ^ an identificado con la técnica inmunocitoquímica 
PAP, células con inmunorreactividad semejante a glucagón, 
insulina, somatostatina y polipéptido pancreático (Carrillo y 
cois, 1986). En estudios inmunocitoquímicos recientes (PAP e 
inmunofluorescencia), se ha demostrado la presencia de SST 14 
y SST 25 en diferentes células endocrinas, así como de células 
que mostraban coexistencia de glucagón y PP/PYY (Lozano y 
cois, 1990a y b ) . En el presente trabajo se pretende 
caracterizar ultraestructuralmente dichas células endocrinas 
mediante técnicas ultraestructurales convencionales e IgG-oro.
• i i i . Se han utilizado ejemplares adultos de lubina de 
a ena Y e o os. ambos sexos mantenidos en las instalaciones de 
la Planta Experimental de Cultivos Marinos de la Comunidad 
Autónoma de la Región de Murcia. Los islotes pancreáticos 
fueron procesados según las técnicas microscópico electrónicas 
convencionales e IgG-oro (Wang y Larsson, 1985; van Bergen en 
Henegouwen y Leunissen, 1986). Se utilizaron los siguientes 
primeros antisueros (y diluciones): insulina de bonito
(1:500), glucagón de bonito (1:200), PP bovino (1:500), PYY 
sitético (1:500), SST 14 sintética (1:100), SST 25 de salmón 
(1:500). Como segundo anticuerpo se utilizó GAR-G10 (Janssen
Biotech N .V .).
Resultados y Discusión: En el páncreas endocrino de lubina se han 
caracterizado ultraestructuralmente, con la 
técnica inmunocitoquímica IgG-oro, células con
inmunoreactividad semejante a insulina, SST-14, SST-25,
glucagón y células que muestran coexistencia de glucagón y 
PP/PYY, confirmándose los resultados previamente obtenidos con 
la técnica PAP (Lozano y cois, 1990 a y b). Las células con 
insulina mostraban gránulos de secreción de tres diferentes 
morfologías: un tipo granular con un centro esférico denso, 
otro tipo contiene un material denso en forma de barra y el 
tercer tipo granular posee un centro denso de forma estrellada 
(Figs 1A y B ) . En este estudio inmunocitoquímico se han 
identificado dos tipos celulares de somatostatina, las cuales 
poseen diferentes gránulos secreción. La presencia de SST-14 y 
SST-25 en diferentes células pancreáticas endocrinas había
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sido descrita en los islotes de salmónidos (Nozaki y cois, 
1988) y de dorada (Abad y cois, 1990). En lubina las células 
con SST-25 poseen gránulos de secreción de contenido finamente 
granular (Figs 2A y B), mientras que las células con SST-14 
poseen gránulos de secreción de menor tamaño con un centro de 
moderada electronodensidad (Figs 3A y B). Las células cor 
glucagón presentaban dos tipos granulares: gránulos tipo 1 que 
poseen un centro denso poligonal y gránulos tipo 2 que 
contienen un centro esférico denso (Figs 4A y B). En los 
islotes tipo I de lubina las células con coexistencia de 
glucagón y PP/PYY presentan sólo gránulos tipo 2 mientras que 
en los islotes tipo II se observaron células que contienen sólc 
gránulos tipo 1 y células que presentaban sólo gránulos de tipc 
2 (Figs 5A y B). Células que muestran coexistencia pare 
glucagón y PP habían sido descritas en los islotes secundarios 
de dorada (Abad y cois, 1988), siendo su contenido granulai 
semejante al de los islotes tipo I de lubina, pero a diferencie 
de la dorada, en los islotes principales de lubina no se har 
encontrado células con sólo PP. El patrón de distribución de 
Los distintos tipos celulares en los islotes, sugiere le 
existencia de un control paracrino recíproco ent. • las mismas.
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DISTINCION IMUNOLOGICA DE CEPAS DE Bradyrhizobiim sp. (Lupinus) POR MEDIO DE M.E. 
LUCAS M.M., A. VIVO y J.M. POZUELO.
FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA VEGETAL.
CENTRO DE CIENCIAS RED IQAMJI ENTALES. C.S.I.C. Madrid.
intrnHnrrinn-Las bacterias de los géneros Rhizobiuny Bradyrhizobiun fijan N0 atmosférico en 
sintoiosi s con las leguminosas, en estructuras de las raíces morfológicariante aefi n i das (nodu­
los). Con objeto de incrementar la producción de las leguminosas, es frecuente la inoculación 
de cepas altamente efectivas en la fijación. Estas cepas deben ccnpetir en la nodulación con 
las autóctonas, totalmente adaptadas al medio. En los estudios de ccrpetitividad es inprescin 
dible disponer de técnicas para la identificación especifica del microsinbionte en el nodulo- 
de la leguminosa. Los métodos más empleados (resistencia a antibióticos, ELISA, inrnjnof1uores 
cencia) no permiten el reconocimiento de las cepas a nivel de M.E. Mediante las técnicas inmj 
nocitoquímicas esto es posible, y sin embargo su utilización hasta el momento no seto céscrito".
En este trabajo se identifican cepas de B. sp. (Lupinus) en cultivos celulares y 
en nodulos de L. albus L. cv Miltolupa, empleando oro-coloidal como ■inmuncmarcador.
Material vMétodos:Muestras de nodulos de plantas de Lupinus albus L. cv Mdtolupa inoculadas 
con las cepas de Bradyrhizobiun sp. (Lupinus) ISLU 65 y/o Hig 5̂ " e Uig 1™- se fijaron en gluta 
raldehido 2,5% en tampón cacodilato-Na 0,05 M pH 7,4, 2h. Algunas se posírijaron en OsO, 1%,
1 h. Todas las muestras se incluyeron en Araldita Durcupan ACM (1). Paralelamente se procesa­
ron cultivos puros y mixtos de las cepas de B. sp. (Lupinus). En rejillas de Ni de 400 venta­
nas se recogieron secciones de 700 A de espesor. Las muestras osmtficadas se trataron con meta 
periodato-Na 0,56 M, 1 h (2). El inmunomarcado se llevó a cabo con 30-5 pg/ml de IgGs proceden 
tes de sueros de conejos inmunizados con suspensiones celulares de Bradyrhizobiun, y anticuer­
pos de cabra anti-conejo conjugados con Au coloidal de 15 nm de di ¿retro (Janssen), diluido 
1/10. Las nuestras se contrastaron con acetato de uranilo 2%, 10 min. y citrato de Fb, 2mi n. (3)
Resultados y Discusión:La inclusión de las nuestras en Araldita ha permitido la inrunoidentifi 
cación de cepas de Bradyrhizobiun. El alto titulo de los antisueros (4), la abundancia de los 
antigenos en la bacteria y su termoestabilidad han hecho posible la utilización con éxito de 
un método convencional de inclusión.
La osmificación de las nuestras y el posterior desenmascaramiento de los antige­
nos con mataperiodato sódico produjo disminución de la inmunoreactividad de los antigenos (Fig 
1, 30 /jg/ml IgG, x 20.500), respecto a las nuestras no postfijadas con osmio (Fig. 2, 30 pg/ml 
IgG, x 21.000). Los antigenos somáticos de Bradyrhizobiun están constituidos, princi pálmente, 
por lipopolisacáridos que podrían alterarse" por el tratamiento empleado, ya que el mataperioda 
to afecta a los grupos glicosidicos (5). La concentración de 5 jug/ml de I<£ resultó ser sufi­
ciente para obtener una buena inmunoreacción.
El innuncmarcador se situó en las membranas interna y externa de las paredes (P) 
de las bacterias, tanto en vida libre ceno en simbiosis, delimitando claramente el espacio pe- 
plásmico (EPP) en las zonas polares. En ocasiones se observó oro coloidal en el espacio peri-
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bacteroidal (EPB) sobre sustancias que parecían desprenderse de los bacteroides (formas sintió 
ticas de las bacterias, B). Tarbién se localizó inmjncmarcador sobre las microfibrillas de Kfí 
(A). En las reacciones utilizando sueros heterólogos, el oro coloidal únicamente se situó sobn 
las microfibrillas de ADN, conprobándose la escasa relación serológica de las cepas estudiadas 
observada previarente por la técnica de ELISA (4). La irminoreacción en los nodulos fue muy es 
pecífica, no apreciándose oro coloidal en la msnbrana peribacteroidal (MPB) ni en otros orgáru 
los de origen vegetal, cont) núcleo, pared celular, mitocondrias (M), etc. Los controles con su 
ro preirmine en ningún caso presentaron oro coloidal.
Los lipopolisacáridos de los bacteroides difieren de los que presentan las bacte­
rias en vida libre (6). La utilización de IgG poliespecífica obtenida frente a la superficie 
de las bacterias en vida libre nos ha permitido la identificación de las bacterias de Bradyrtii 
zobiun,en los diferentes estados de desarrollo que pueden encontrarse en los nodulos: en gotas 
de infección, bacterias no diferenciadas, bacteroides en el citoplasma y bacteroides senescen­
tes.
Mediante la técnica enpleada ha sido'posible la identificación de las cepas de 
Bradyrhizobiun ISLU 65 (I) e Hig 59 (H) en cultivos mixtos en vida libre (Fig. 3, 5 fjg/ml IgG 
anti-lSLU 65, x 34.000) y en sintiosis (Fig. 4, 5 jug/ml IgG anti-ISLU 65, x 36.000). La irruic 
reacción puso de manifiesto la coexistencia de dos cepas de Bradyrhizobiun en las células de 
los nodulos de plantas de L. albus inoculadas con antas, observándose el predominio de una de 
ellas (Fig. 4).
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LOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE RESIDUOS GlcNAc, GalNAc, Man y Glc 
EN LAS CELULAS PRINCIPALES Y PARIETALES DE LA MUCOSA FUNDICA HUMANA
J.F. Madrid, M.T. Castells, M. Avilés, F. Hernández y J. Ballesta
Sección de Histología y Embriología General. Facultad de Medicina. 
Murcia
Introducción:
El origen de las células parietales y, sobre todo, de las células principales de la 
íucosa fúndica humana no está perfectamente aclarado. Las lectinas son una buena 
erramienta dtoquímica que nos permite estudiar la evolución de las glucoproteínas 
elulares estableciendo relaciones con la biogénesis celular, además de conocer el tipo 
e glucoproteínas producidas por cada tipo celular concreto y su composición sacarí- 
¡ca.
Material y Métodos:
Un total de 10 muestras histológicamente normales de mucosa fúndica humana 
b fijaron en 10% de formoltamponadooen 1%deglutaraldehidoen PBS. Las primeras 
b incluyeron en paraftna y las secciones fueron teñidas con las lectinas HPA, Con A y 
/GA marcadas con peroxidasa (Madrid et al., 1989). Las muestras fijadas en glutaral- 
Bhido se incluyeron en Lowicryl K4M y los cortes ultrafinos obtenidos se trataron con 
PA-oro coloidal, ConA-peroxidasa-oro coloidal y WGA-ovomucoide-oro coloidal 
Madrid et al., 1990). Algunas secciones fueron teñidas con WG A previo tratamiento con 
suraminidasa (Castells et al., 1990).
Jesultados y Discusión:
Las células principales fueron negativas a HPA; WGA se unía solamente a la 
lembrana apical (Fig, 1), mientras que ConA lo hacía al RER, aparato de Golgi y 
ránulos de zimógeno. En la región intermedia de las glándulas fúndicas se observan 
¿lulas con gránulos secretores bifásicos que presenta regiones electrodensas y 
piones electrolúcidas que varían en proporción. Estos gránulos presentan afinidad 
i  su región electrodensa sólo a ConA (al igual que los gránulos de zimógeno) y en la 
igión electrolúcida a WGA y HPA (Fig. 2) (al igual que las células mucosas del cuello), 
a membrana celular de los típicos canalículos de las células parietales reaccionó
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intensamente con WGA y HPA, y débilmente con ConA. En la región superior de I; 
glándulas se observan células parietales que contienen gránulos electrolúcidos posi 
vos a WGA, HPA y ConA, mientras que el sistema tubulovesicular, que antes e 
negativo, ahora se tiñe con HPA y en menor medida con WGA.
Los resultados obtenidos en las células principales sugieren que éstas contiene 
N-glucoproteínas en los gránulos de zimógeno. El otro tipo celular encontrado a mit< 
de las glándulas, que presenta características intermedias entre células mucosas c 
cuello y células principales, debe tratarse de células transicionales entre amba 
Células similares han sido descritas previamente, localizando la existencia de pepsin 
gen I (Cornaggia et al., 1986). Las células principales procederían de las célulí 
mucosas del cuello pasando por este estado intermedio. En la región superior de l< 
glándulas hay células parietales con gránulos electrolúcidos positivos, se puede trat 
de células parietales inmaduras que se hayan diferenciado a partir de una célu 
mucosecretora y debido a ello todavía contengan gránulos mucosos.
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ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DE LAS SECRECIONES GLUCOPROTEICAS DE LAS 
CELULAS SUPERFICIALES Y MUCOSAS DEL CUELLO DEL ESTOMAGO HUMANO
J.F. Madrid, M.T. Castells, J.V. Ortega, F. Hernández y J. Ballesta
Sección de Histología y Embriología General. Facultad de Medicina. 
Murcia
itroducción:
La secreción mucosa de la región fúndica del estómago humano se debe a las 
Huías superficiales del epitelio y fositas y a las células mucosas del cuello. Las 
opiedades de estas secreciones están íntimamente relacionadas con su composición 
imith & Butler, 1974). La composición glucídica de las secreciones de estas células 
su patrón de glucosilación han sido analizados con el empleo de lectinas.
Material y Métodos:
Muestras histológicamente normales de mucosa fúndica tomadas de gastrectomía parciales
bidas a úlceras duodenales fueron fijadas en 10% de formol tamponado para microscopía óptica y en 
ó de glutaraldehido en PBS para microscopía electrónica. Para microscopía óptica las muestras se 
iluyeron en parafina y las secciones se tiñeron con las siguientes lectinas marcadas con peroxidasa: 
>nA, HPA y WGA (Madrid et al., 1989). Para microscopía electrónica las muestras se incluyeron en 
wicryl K4M y las secciones ultrafinas fueron incubadas con los siguientes conjugados: HPA-oro 
loidal, ConA-peroxidasa-oro coloidal y WGA-ovomucolde-oro coloidal (Madrid et al., 1990). Algunas 
cciones se trataron previamente con neuraminidasa antes de ser teñidas con WGA (Castells et al., 
90).
esultados y Discusión:
WGA y HPA fueron positivas en la membrana apical y gránulos secretores de 
nbos tipos celulares (Fig. 1). Estos gránulos secretores presentan una región 
sctrolúcida, marcada por estas lectinas, pero también un centro denso negativo (Fig. 
. ConA se une a estos gránulos solo en las células mucosas del cuello, pero tanto en 
5 zonas electrodensas como en las electrolúcidas. El aparato de Golgi de ambos tipos 
ilulares presenta afinidad por lastres lectinas pero con distinto patrón: en las células 
iperficiales WGA se une uniformemente, HPA principalmente en las zonas cis y trans 
3\ mareaje con ConA es muy débil; en las células mucosas del cuello, WGA se une
n i
a lazonatrans, HPA principalmente a latrans y en menor medida a lacis (Fig. 2), y Cor 
escasamente a través de todo el aparato de Golgi. El RER de las células mucosas c 
cuello presenta afinidad por ConA y HPA. El pretratamiento con neuraminidasa i 
disminuye la afinidad por WGA.
Los datos obtenidos sugieren que las células superficiales producen O-glucopr 
teínas en cuya región central junto a GalNAc se encuentra GIcNAc. Estas O-glucopi 
teínas se situarían en las regiones electrolúcidas de los gránulos secretores. Las célul 
mucosas del cuello también presentarían O-glucoproteínas en las regiones electro 
cidas, pero además podrían contener N-glucoproteínas en la región electroden 
debido a la afinidad encontrada de ConA por el RER, aparato de Golgi y zon 
electrodensas de dichos gránulos secretores.
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Flg. 1. Célula mua 
del ajello. HPA-oro 
loidal. La lectina solo 
une a las zonas el 
trolúcidas de los grá 
los secretores. x14.3 
Flg. 2. Célula mua 
del cuello. HPA-oro 
loidal. Las partículas 
oro se depositan prii 
pálmente sobre las 
temas del trans-Gc 
X34.100.
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A D Q U I S I C I O N  D I R E C T A  DE I M A G E N E S  Y T R A T A M I E N T O  D I G I T A L  EN 
M I C R O S C O P I A  E L E C T R O N I C A  DE T R A N S M I S I O N .
Sergio Marco,  Jóse María Cara/.o, Gerardo Abclla,  José L. Carrascosa.
Serv icio  de Mic roscopía  Electrónica.
C e n t r o  d e  B i o l o g í a  M o l e c u l a r .  U n i v e r s i d a d  A u t ó n o m a  de  M a d r id  
Cantoblanco ,  28049,  Madrid.
rroduccion: El uso d c SOp 0 r tcs  f o t o g rá f ic o s  c o m o  base
aterial  de a lm acena m ie n to  de imágenes  de microscopí a  e lec t rón ica ,  es el 
ás ut i l izado en los laboratorios.  Se han desar rol lado en los úl t imos años 
cn icas  qu e  pre sen ta n  c ie r tas  venta jas  sobre  la fo tografía  entre e l las  el 
10 de cá m a ra s  de video.  Presen tamos  aquí  un s is tema de adquis ic ión  de 
íágcnes ,  pu es to  a punto  en nues t ro  labora tor io ,  fu n d a m e n ta d o  en estas 
l i ma s  tecno lo gí a s .
atería y e o os. p ara ja obtenc ión ,  y grabac ión  de imágenes  y
ara su p os te r ior  p ro c e sa m ie n to  d ig i ta l ,  se ha u t i l i z ado  un m ic ro sc op io  
cctrónico Jcol 1200 EX, conectado a una cámara  Jeol TV IOS. I.a cámara de 
ideo consta de un cristal fluorescente que se conecta con el tubo de imagen 
ar medio de fibra óptica.  La imagen regist rada se vi sual iza en un moni tor  
:  televisión CD CT  6151.  Todo el s istema se controla por un 'Trame grabbcr",  
j e  permite la captura de imágenes de hasta 510x510 píxeles del mo ni tor  de 
levisión y su a lmacenamiento  en un ordenador  IBM PC/AT.
sultados y Discusión:
La obte nc ión  de im ágene s  por  m ed io  de  su 
rabac ión ,  a t ravés  del uso  de una c ám ara  de  video,  nos  ha permi t id o  
eal izar  un anál isis  bidimensional  de la chaperonina  GroEL.  Este anál isis  no 
resenta d i fe renc ias  con el ob tenido por medio  de los s i s temas  fotográf icos  
c captura  de imágenes.  Pero se ha podido real izar  con una mayor  rapidez,  
isla rap idez se debe  a la e l iminac ión  del paso de d ig i ta l izac ión ,  necesario 
ara el caso  de fotografías.  A su vez, la alta sensibi l idad,  de la cám ara  de 
ideo,  permi te  la observac ión  de e sp ec ím enes  con dens id ades  de corr ien tes  
c l p A / c m ^ .  con las ventajas que  supone la observac ión  de espec íme nes  a 
ajas dosis  de electrones.
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Por  otro lado,  el s is tema de "f rame grabber" ut i l izado,  nos ha 
pe rm i t i do  rea l izar  p r om ed ia dos  de las imágenes  obse rvadas ,  p rev ios  a su 
grabación.  El p romediado de los campos  e limina  gran parte del ruido que se 
aprec ia  al rea lizar  una grabación  de una imagen no promediada.
El s is tema resulta por todo lo anter ior  de gran ut i l idad para la 
cap tu ra  de im ágenes  po r  ordenadore s  para  su pos te r ior  p rocesamiento .  Se 
ha a p l i c a d o  a e s p e c í m e n e s  ind iv id ua le s  ( G ro E L  y r ib oso m as) ,  si bien 
también  resulta apto para el p rocesamiento  de imágenes  cristal inas.
Bibliogrofíc:
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PLICACION DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM) AL ESTUDIO DEL 
ICLO CELULAR DE CILIADOS: ENQUISTAMIENTO Y DIVISION EN COLPODA INFLATA.
na Martín-Gonzalez, Laura Benitez, Gemma Palacios y Juan C. Gutiérrez.
epartamento de Microbiología-I. Facultad de Biología. Universidad 
omplutense (UCM). 28040 Madrid.
roducción La aplicación de-técnicas ultramicroscopicas (TEM/SEM) han con­
tribuido notablemente, en los últimos veinte años, al estudio 
diferentes procesos de diferenciación en ciliados. La microscopía elec- 
ónica de barrido sólo ha sido aplicada, y escasamente, al estudio de 
istes de resistencia de algunos ciliados (Gutiérrez et al, 1983; Ricci 
al, 1985; R í o s  et al, 1985, entre otros), 
s distintas especies del género Colpoda presentan en su ciclo biológico 
s tipos de quistes; los quistes de división y los quistes de resistencia, 
sta el presente, esta es la primera vez que se aplica la técnica de SEM 
estudio de la división y enqui stami ento de una especie del género 
Ipoda.
iterial y Métodos: Colpoda inflata (estirpe HSL-1) fue amablemente suminis- 
ada por la Dra. E. Simón (University of Illinois, Urbana-Champaign, USA).
cultivo de este ciliado (clones CI08, CI12 y CI24) se realizó monoaxeni- 
mente a 28*C en medio C0,25E1. El enquistamiento fue inducido en medio de 
quistamiento (tampón 0,01M Tris/HCl, pH 6,8).
ra SEM, las muestras fueron'fi jadas con glutaraldehido 2%(v/v) en PBS, 
rante 1h. Tras realizar el punto critico, fueron cubiertas con oro y 
servadas en un Hitashi S-2300 a 15 Kv.
jultodos y Discjsion. EL ciclo biológico del ciliado £. inflata se compone
de dos partes; el ciclo Crecimiento-División (ciclo C- 
y el ciclo facultativo Enquistamiento-Exquistamiento (ciclo E-E).
Ciclo Crecimiento-División: Cuando la célula vegetativa reniforme (Fig.1) 
tra en división, incrementa su volumen y se hace esfe'rica. Posteriormen- 
, se rodea de una fina membrana que constituye la pared del quiste de di- 
sión. Entonces se reabsorve la ciliación oral, conservándose la somática, 
rante la morfogénesis de división, por una parte, la ciliación soma'tica 
olifera longitudinalmente y por otra, se produce la proliferación anteri- 
de algunas cinetias somáticas ventrales en ambas células hijas (tomitos) 
ra constituir las ciliaciones orales respectivas. Finalmente, la membra- 
del quiste de división se rompe, liberándose las dos o cuatro células 
jas (Fig. 2). En este último caso, los dos tomitos-I (procedentes de la 
imera división) se separan antes del comienzo del proceso estomatogénico,
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colocándose en posición adyacente dentro del quiste. A continuación, en 
cada tomito-I se producen los mismos fenómenos corticales que tienen lugar 
durante la división de una sola célula.
El ciclo C-D tiene una duración media aproximada de 7 horas a 28‘C.
* Enquistamiento: En condiciones de inanición, la célula vegetativa no pue 
de dividirse ante la falta de aporte nutricional y el sistema vivo entra e 
el ciclo E-E (Gutiérrez et al, 1990).
Después de la inducción de enquistamiento, la célula adquiere forma esféri 
ca. A las 8h tra's la inducción, la célula prequistica muestra una superfi­
cie rugosa debido a la pérdida de agua intracelular. Posteriormente, la su 
perficie prequistica se vuelve lisa debido a la secreción uniforme de pre­
cursores de pared quística.
La perdida de volumen sufrida por la célula se estima en un 65X aproximada 
menté. El quiste maduro carece de ornamentaciones, poros u ostiolos.(Fig.3 
El proceso de enquistamiento tiene una duración, a 28*C, de 180-200 horas.
Este trabajo está financiado por la DGICYT, proyecto PB87-0006.
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ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE FORMAS CRIPTOBIO- 
TICAS TERATOLOGICAS EN EL CILIADO COLPODA INFLATA : UN ESTUDIO COMPARATIVO
Ana Martín-Gonzalez, Gemma Palacios, Laura Benitez y Juan C. Gutiérrez.
Departamento de Microbiología-I. Facultad de Biología. Universidad 
Complutense (UCM). 28040 Madrid.
Introducción: En el estudio de procesos de di ferenciacio'n celular, es impor­
tante la obtencioVi y el análisis de formas anormales que surjan, tanto 
durante dicho proceso como forma definitiva diferenciada. Estas anomalias 
sirven para un mejor conocimiento de los mecanismos involucrados en el pro­
ceso de diferenciacio'n. En ciliados, el proceso de enquistamiento o cripto- 
biosis es un complejo proceso de di ferenciacio'n celular eucariota. Hasta la 
fecha, pocos trabajos se han realizado sobre alteraciones o anomalias, ya 
inducidas o espontaneas, que surjan durante la formacio'n del quiste de re­
sistencia (Gutiérrez & Perez-Silva, 1983; Benitez et al. 1989). En el pre­
sente trabajo se estudian por TEM quistes teratológieos de Colpoda inflata.
Material y Métodos: colpoda inflata (estirpe HSL-1) fue amablemente suminis­
trada por la Dra. E. Simón (University of Illinois, Urbana-Champaign, USA). 
El cultivo de este ciliado se realizo' monoaxénicamente a 28’C en medio 
C0,25E1. El enquistamiento fue inducido en medio de enquistamiento (tampon 
Tris 0,01M/HCl pH 6,8). Las muestras fueron fijadas (30 min) en glutaral- 
dehido al 2% en PBS, lavadas (30 min) 3 veces y postfijadas durante 1h en 
0s0^ tamponado (1%). Luego las muestras fueron deshidratadas en una serie 
creciente de etanol y embebidas en resina Spurr. Las secciones ultrafinas 
se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo, examinándose en 
un microscopio electro'nico de transmisión Phillips EM-300 a 80 Kv.
Resultados y Discusión.-
* Características de los quistes de resistencia normales: (Fig. 1).
Los quistes de resistencia de _C. inflata son esféricos, con un diámetro me­
dio de 19,48 pm. La pared quistica está constituida por dos capas morfoló­
gicamente diferentes; ectoquiste y endoquiste, presentando un grosor medio 
de 2,37 pm. La capa ma's externa (ectoquiste) de aspecto fibrilar, está for­
mada por material amorfo muy compacto. La capa más interna o endoquiste es 
la más gruesa y se compone de material fibroso sin una orientación determi­
nada. En esta capa se pueden distinguir dos zonas; una más externa y com­
pacta, y otra más interna y gruesa. El citoplasma quistico esta' muy conden- 
sado debido a la pérdida de agua intracelular sufrida durante el enquista­
miento, conteniendo numerosos autofagosomas densos a los electrones, que 
contienen material celular no identificable. Las mitocondrias son tubulares 
y se disponen formando pequeñas agrupaciones. El citoplasma quístico es
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muy rico en retículo endoplasmático rugoso y ribosomas libres sin formar 
estructuras paracristalinas. También contienen numerosos granulos elipsoi­
dales u ovoides que probablemente son inclusiones de paraglucogeno.
* Características de los quistes de resistencia teratológieos: (Fig. 2).
Los quistes anormales o teratolo'gicos de _C. inflata presentan las siguien­
tes características diferenciativas con respecto a los normales:
1- Su forma no es esférica, sino ligeramente ovoide. Presentan un menor ta­
maño (diámetro medio de 8,98 pm). 2- La estructura de la pared quística es 
incompleta. Sólo esta' constituida por un ectoquiste amorfo y de grosor irrê  
guiar. 3- El citoplasma quistico presenta abundantes ribosomas, y a menudo 
se disponen en configuraciones paracristalinas. 4- Sólo se observan algu­
nas mitocondrias dispersas en el citoplasma. Estas mitocondrias son más 
electrodensas y poseen muy pocas crestas. Como conclusión general, podemos 
cfecir que estos quistes teratológieos no son viables al menos por dos razo­
nes; presentan una pared quística defectiva y las mitocondrias presentan 
grandes alteraciones funcionales.
Estos quistes, que aparecen en clones antiguos de _C. inflata, podrían ser 
el resultado de varias alteraciones en el mecanismo, altamente regulado, 
de enquistamiento.
Este trabajo está financiado por la DGICYT, proyecto PB87-0006.
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SECUENCIA DEL AGRUPAMIENTO DE LAS PROTEINAS CONTRACTILES PARA 
FORMAR EL ESBOZO DE LA SARCOMERA EN LOS MIOBLASTOS DEL MIOTOMO.
Martínez Alonso , F . J T o l e d o  Lobo.M.V.,
Mart ínez Cuadrado,G. y González Santander ,R .
"C ienc ias  Morfo lógicas  y C i r u g í a " . Cátedra  de H i s t o l o g í a .  
F a c u l t a d  de M ed ic ina .U niver s idad  de A lca lá  de Henares.
ntroducción.- La miofibrillogénesis es un proceso que se precipita con gran rapidez desde el 
memento de su iniciación.Desde la  aparición de los primeros miofilamentos finos hacia e l es­
tadio 17 de HAMBURGER y HAMILTON hasta la  formación del primer esbozo de sarccmera en el es­
tadio 19 transcurren solamente unas 25 horas.Cano consecuencia de esta y otras dificultades 
intrínsecas a l estudio de la  secuencia de acontecimientos que conduce a la  formación de la 
sarccmera,los resultados que aportan los distintos autores son frecuentemente ccntradicto- 
rios (ALLEN y PEPE,1965;PRZYBYLSKI e t a l ,1966;TCMANEK,1977;NA1HANS0N,1989) .Ccn objeto de 
aclarar estas y otras cuestiones,hemos estudiado el proceso de agrupación y ordenaniento de 
los miofilamentos finos y gruesos ,y se propone como hipótesis una secuencia de acontecimien­
tos en el proceso de formación de la  sarccmera.
Aateriol y Métodos:
V ar ia s  s e r i e s  de embriones de p o l l o  de l o s  e s t a d i o s  17 a l  20 de HAM- 
BURGER y HAMILTON se e x t r a j e r o n  en l i q u i d o  Ringer  y se  f i j a r o n  en g l u t a r a l -  
dehido a l  3% d u ran t e  t r e s  h o ras .  Se d i s e c c io n a r o n  p i e z a s  que comprendían : 
e l  tubo n e u r a l , l a  no tocorda  y l o s  somitos  b r a q u i a l e s .  E s t a s  p i e z a s  fueron  
p o s t f i j a d a s  en ác ido  ósmico a l  1% du ran te  hora y media . Teñidas  con a c e t a t o  
de u r a n i l o  a l  2%,se i n c lu y e ro n  en a r a l d i t a  ( GONZALEZ SANTANDER,1969) . Se 
h i c i e r o n  c o r t e s  s e m i f inos  que se  t i ñ e r o n  con a z u l  de t o l u i d i n a  y c o r t e s  u l -  
t r a f i n o s  que fue ron  t e ñ i d o s  con c i t r a t o  de plomo y obse rvados a l  m ic rosco ­
pio e l e c t r ó n i c o  de t r a n s m i s ió n .
esultados y Discusión: Según nuestras observaciones,en la  rápida sucesión de acontecimientos 
que conducen a la  formación de la  sarccmera,se diferencian las etapas que a continuación des­
cribimos :
1) La miofibrillogénesis se in icia  en los mi oblastos de los estadios 16-17.Los primeros cam­
bios que se producen en zonas puntuales del citoplasma consisten en una disninución de la 
concentración de ribosemas y un incremento de la  claridad citoplasmática en relación a l res­
to de la  célula.En estas zonas se observan los primeros miofilamentos,de 5 a 7 nm de diáme­
tro y longitud variable,identificados ccmo filamentos finos,que en estas áreas claras se 
disponen a l azar. 2)_ Los primeros filamentos gruesos se observan en el estadio 18-,cuando ya 
existe una notable cantidad de filamentos finos.Estos primeras filamentos gruesos aparecen 
en áreas densas del citoplasma y se ordenan en paralelo,integrando pequeños acúmulos en la 
periferia  celular,próximos a l sarcolema. 3)_ En algunas de nuestras imágenes,hemos observado 
una c ie rta  orientación de los filamentos finos en e l sarcoplasma,adoptando en conjunto el
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aspecto de una corriente de filamentos desplazándose hacia las zonas donde se acumulan los 
filamentos gruesos. 4)_ Según nuestras observaciones,ambos tipos de filamentos se asocian, al 
introducirse los filamentos finos en e l espacio existente entre dos filamentos gruesos.Cuando 
se interdigita  un mayor numero de filamentos finos entre los gruesos,la imagen obtenida sugie­
re una primitiva banda A.Estos acúmulos de filamentos finos y gruesos se observan en algunas 
ocasiones próximos entre s i  y alineados en e l mismo eje longitudinal, lo cual permite suponer 
que formarán parte de la  misma m iofibrilla.El crecimiento longitudinal de la  sarccmera se 
produce a p a rtir  de la  formación de nuevos acúnalos de filamentos gruesos,entre los cuales se 
interdigitan los finos,de manera que la  sarccmera crece a p a rtir  de la  formación de nuevos es­
bozos de banda A. 5)_ Si bien encontramos acúmulos de filamentos finos y gruesos alineados en 
e l mismo eje longitudinal y separados por una pequeña zona lib re de material filamentoso, a i 
otras imágenes observamos este espacio ocupado por filamentos finos,lo cual se aprecia cano 
zonas más claras entre dos primitivos esbozos de banda A.Estas areas claras serian e l primer 
esbozo donde se situara la  banda I. 6) En estas áreas claras encontramos zonas densas que se 
identifican como e l primordio de la  banda Z. También se aprecian, en otras imágenes,parte de 
las membranas del reticulo sarcoplasmico abrazando e l esbozo de la  sarccmera.
En secciones longitudinales,hemos podido ccrrprobar e l inicio de la  formación de las ban­
das A, Z e I (Fig. 1).En secciones transversales, carprobamos la  ordenación de los filamentos 
en estructuras hexagonales, de forma que cada filamento grueso se rodea de seis filamentos 
finos (Fig. 2).
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Fig. 1 M iob la s to .S e c c ión  l o n g i t u d i n a l . Esbozo de sarcomera .
Fig. 2 M io b l a s to . Secc ión t r a n s v e r s a l . D ispos ic ión  hexagonal  de l o s  f i l a m e n to s  
A Miofi lamento f i n o .  M Miofi lamento g rueso .  Z Banda Z.
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CETirRIOLOS,CJ£L-tfOS BASALES i ¿RAICILLAS C IL IA R
EN EL NUCLEO P’ERIACJJEÍXXCrAL DEL ViSoí! JCSr'ALO
irtinez Cuadrado,G.,Gonzáles Santander,R.,Martinez \ionso,J.y -oieoo Loro. . 
Departamento de "Ciencias Morfológicas y Cirugía".
HISTOLOGIA. E a c u l ta a  de  M ed ic in a .
Universidad de Alcalá Je Señares. Mane i. .
Introducción:
La presencia ae "negrerías ciliaaas" ta si ¿o puesta se lanifiesto 
wr  distintos autores, incluyendo les "cuerpos oasa les1 1 ias" raicillas cilia­
res" (DAílL, 1363; MIL:LAUD / PAPAS, 1963; RUELA et al., 13.»1; EAETDiSZ CJA3RA 
X) y GONZALEZ SANTANDER, 1939). El erigen y significado funcional ae los ci- 
Lios en neuronas na sido muy discutido,interpretándolos como estructuras ves 
rigiales (PEREZ DEL CERRO y SNIDER, 1967). La aparición,adamas,lío centrie- 
Los en ias neuronas, nos nace buscar una explicación a ia presencia ae les 
nisnos,acompañada de "raicillas ciliares" en las neuronas del mesencéfalo, o 
;ue sus ciclos üiitóticos,en les cae eartici’o el centriolo, ian sido anotados
Material y Métodos:
Cutes _o.ivest.LC03 l i nados mediante perfusión vascular coa 
jlutaraldeaido al 2,5 ,i en lampón de cacodilate sódico,lavasos antes y aes- 
>jes con solución Je Einger. El encéfalo se extraje de la cavidad craneana 
ruando el animal se encontraca fijado y rígido. Posteriormente se disecó 
rl ..nesencófalo sumergino en tampón-sucrosa. Se oostfijó en áci..e ésa ice al 
i ,¿ durante tres horas. Se incluyó en araldita,previo lavase _\n acetato de 
iraniio al 2 los corteo ultra finos se ciñeron con ci trato Je -?loao,y s j 
reservaron al r.icroscepie electrónico ic tra:ismisien, tomando fotografiar 
íauronas con "centriplos", presentes en el núcleo aeriucueJucLa■ nesencefáli o
Resultados y Discusión:
Si núc leo  J o r s o - l a t a r n i  s i .  s u é l e s e .  . ; .  - :• : i .-..m • u •- 
:al >ol m ese n c é fa lo ,n a  s i^ o  ooservado  en su s  co.ipenente¿ . : i . a r o i :  •, u. e 
j l i a s , y  naces Je  g l i o f i b r i l l a s .
Las "neuronas" tienen forma redondeaos,ne estrella .a, se i -j » 
nultiples contactos sináOticos unas,y sin nunjunc Je elles -acras.
Las "neuroglias" sen asc ro ei tos protoplásmicos, /  ruy oce* o l í  * - .e = : -
:cs. Lay gruesos haces de ".1 i  of i la-ten tos" gue contactan irte mente s 
nemorana plasmática Je Las neuronas.
di centro del núcleo neuronal está surcado en coces uirecciones o :  
eras nerviosas aniel únicas / veguenas fieras nerviosas nie l  '• -ce. .
En algunas neuronas hamos observado "Jooles c e n c r i ó l e s "  , s i  tu.icios s i.re  .r 
en el soma periférico de lo  célula, por beca jo de La .venerase, las a f í n e s ,  c o r ­
nando ángulo recto entre sí. Je tal rorr.ia ~<ue uno se corte tr ens versa lávente.
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y otro longitudinalmente (Figura). En otras neuronas hemos visto "cuerpos 
básales" situados muy cerca de la membrana plasmática.
Tanto los "dobles centriólos" como los "cuerpos básales" se encuentran 
al lado de *Viic tioeamas" del complejo de Golgi,en neuronas carentes de si 
napsis.
En el caso de los dobles cen triólos, el complejo de Golgi es muy exten 
so, y entre sus dictiosomás se sitúan varias "raicillas ciliares" de an­
cla je, con su típica estriación transversal periódica, que llegan a tomar 
contacto con los microtúfculos de las unidades de los cen triólos (Figura).
En su cercan i a se observan ¡ni tocondr ias.
Se discute la posioilidad de que la diferenciación ultraestrucrural de 
las "raicillas ciliares" con estriación periódica,estén en íntima relación 
y dependencia de las "vesículas de los dictiosomás" del complejo de Golgi, 
que aparecen ordenadas linealmente,y que se generan en la zona cercana a 
los cen triólos y a los cuerpos básales, con la participación de la ener­
gía que facilitan las mi tocondr ias situadas en su inmediata vecindad.
Bibliografía:_DAHL H A ; Z - Z e l l fo r c h -  60 :3 6 9 -3 8 6 (1 9 6 3 ).
-MILHAUD.M. and PAPAS,G.D.: J.Cell. Biol. 37:599-609(1968).
-PEREZ del CERRO,M.P. and SNIDER,R.S.: J. Microsc. 6:515-518(1967) 
-MARTINEZ CUADRADO,G. y GONZALEZ SANTANDER,R.:Hist¡l.Med.5:9-10(19S 
-RIELA,C. et al.: Experientia. 37:197-202(1981).
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METODO DE DESULFATACION PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA
J.A. Martinez-Menárguez, M. Avilés, M.T. Castells,
M. Garcia* y J. Ballesta
Sección de Histología y Embriología General.
Facultad de Medicina.Murcia.
•Servicio de Microscopía Electrónica. Universidad de Murcia.
Introducción:
Los radicales sulfato y el ácido siálico son dos grupos corrientes en las mucinas 
digestivas que aportan a éstas carga negativa. Debido a esta propiedad se han utilizado 
para su detección colorantes básicos como el Azul Alcian (Thomopoulos et al., 1983) 
. Sin embargo, con estas técnicas no se pueden diferenciar ambos grupos ácidos.La 
técnica de desulfatación seguida de técnicas histoquímicas convencionales es un 
método corriente en microscopía de luz para la diferenciación de sulfo y sialomucinas 
(Ganter and Jolles, 1969) . A pesar de su alta utilidad no ha sido puesta a punto para 
microscopía electrónica. En el presente trabajo, nos propusimos desarrollar esta 
técnica a nivel ultraestructural.
Material y Métodos:
Muestras de intestino delgado y grueso de rata Wistar fueron fijadas en glutaraldehido al 1% en 
PBS. Previo a la inclusión, las muestras fueron desulfatadas por metilación durante 19 h en HCI al 1% 
en alcohol metílico a 60® C, seguida de una saponificación en hidróxido bárico al 1,8% en solución acuosa 
durante 6 h a 0® C. Para la comprobación de los resultados, tras la desulfatación se realizó una técnica 
de HID “preembedding" para demostrar que no había grupos sulfato, y la técnica de HCI-PTA 
“postembedding" a las secciones de muestras desulfatadas para comprobar que el moco no había sido 
extraido de las muestras. Como controles se utilizaron muestras similares de tejidos que fueron teñidas 
con las técnicas de HID y HCI-PTA pero sin previo tratamiento de desulfatación.
Resultados y Discusión:
En secciones semifinas de muestras a las que previamente se les ha realizado 
la técnica de HID “preembedding” puede observarse que las células caliciformes tanto 
de intestino delgado como grueso aparecen teñidas . En secciones ultrafinas se 
observa que, además de en los gránulos mucosos , aparece reactividad en las 
microvellosidades , en las cisternas trans de los aparatos de Golgi y en el “Trans Golgi 
NetWork” (TGN) . En las células caliciformes puede observarse una desigual
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reactividad en los gránulos mucosos (Fig. 1). Las muestras desulfatadas y teñidas 
con HID no presentan reactividad a esta tinción (Fig. 2). Tras la desulfatación la 
morfología observada es buena. Con HCI-PTA se demuestra que el moco no se ha 
eliminado con el tratamiento.
De los resultados obtenidos se concluye que esta técnica también puede emplear­
se en histoquímica de carbohidratos para la eliminación selectiva de los grupos sulfato 
a nivel de microscopía electrónica.Esta técnica, unida a técnicas histoquímicas de 
detección de mucosustancias ácidas a nivel ultraestructural, nos permite la diferencia­
ción de sulfo y sialomucinas.
Bibliografía:
Ganter P.,Jolles G. (1969): Histochimie nórmale et pathologiche. Ed. Gauthier-Villars. París. 
Thomopoulos G.N., Schulte B.A., Spicer S.S. (1983):Light and electrón microscopio 
cytochemistry of glycoconjugates in the rectosigmoid colonic epithelium of the mouse
and rat. Am. J. Anat. 168,239.
Fig. 1.-Célula calicifor­
me del intestino grueso. 
HID "preembedding". 
Puede observarse que 
no todos los gránulos 
mucosos presentan la 
misma reactividad a la 
técnica de HID. 
X20.000.
Fig. 2. -Célula calicifor­
me de intestino grueso. 
Técnica de desulfata­
ción seguida de tinción 
con HID. No se obser­




INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE RADICALES SULFATO EN LA 
UNION DE LA LECTINA PEANUT AGGLUTININ CPNA).
J.A. Martinez-Menárguez, M. Avilés, J.F. Madrid y J. Ballesta 
Sección de Histología y Embriología General.
Facultad de Medicina.Murcia.
froducción:
Las lactinas son proteínas o glucoproteínas de origen no immune que 
isentan gran afinidad y una alta especificidad por determinados azúcares.PNA 
una lectina muy empleada en histoquímica de carbohidratos para la detección de 
actosa (Lotan et al., 1975). Se ha comprobado que la accesibilidad de esta lectina 
u azúcar específico puede ser impedida por la presencia en el glucoconjugado de 
iduos de ácido siálico terminal. El objeto del presente trabajo es determinar si los 
ipos sulfato también influyen en dicha unión.
□ ferial y Métodos:
Muestras de intestino delgado y grueso de rata fueron fijados en una mezcla de 
Hg (1 %), acetato sódico (0,1 %) y glutaraldehido (1 %) o en formol al 10% en PBS. Se 
uvieron secciones de 5 pm que fueron teñidas con PNA conjugada con peroxidasa. 
tvio a esto, en algunas secciones se desulfató mediante la técnica de metilación- 
jonificación. Muestra de estos mismos tejidos se fijaron en glutaraldehido al 1%. 
ívia desulfatación de una parte de ellas, las muestras se procesaron rutinariamente 
3 incluyeron en Epon 812. En las secciones ultrafinas se realizó una técnica de PNA- 
oxidasa.
sultados y Discusión:
Con microscopía de luz se observa tinción en una estrecha banda en la zona 
jranuclear de enterocitos y células caliciformes tanto en intestino delgado como 
eso (Fig. 1). En las muestras fijadas con la mezcla de cloruro mercúrico, la 
tnsidad de tinción es más alta que en las fijadas con formol, aunque la morfología 
servada es peor.Tras desulfatación aparece una intensa tinción en el moco de las 
jlas caliciformes y en las microvellosidades de los enterocitos (Fig. 2). Con el
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microscopio electrónico se observa que la reactividad supranuclear observada c 
microscopía óptica se corresponde con el aparato de Golgi. Los gránulos de moco 
las células caliciformes son muy reactivos tras la desulfatación.
En el presente trabajo se demuestra que los grupos sulfato afectan a la un 
de PNA.Se ha sugerido que las cargas de los residuos glucídicos pueden interve 
en la unión al azúcar específico (Debray et al., 1981). Dado que previamente 
había comprobado que el ácido siálico también afecta, postulamos que este enmas 
ramiento puede ser debido a un efecto de carga.
Bibliografía:
Debray H.,Decout D., Strecker G.,Spik G., Montreuil J. (1981): Specificity of twelve lectins tow 
oligosaccharides and glycopeptides related to N-glycosylproteins. Eur. J. Biochem. 117,4' 
Lotan R., Skutelsky E., Danon D., Sharon N. (1975): The purification, composition, and specil 
of the anti-t lectin from peanut (A rach is  h y p o g a e a ). J. Biol. Chem. 250,8518.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS SANGUINEAS 
DE LUBINA (Dicentrarchus labrax L.).
MESEGUEíl J, ESTEBAN HA, MUÍOZ J, AGULLEIRO B.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR
FACULTAD DE BIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE MURCIA. MURCIA.
ntroducción:
Existe una gran confusión respecto a la clasificación características tintoriales 
morfofuncionales de las células sanguíneas de peces. Se ha indicado recientemente 
ue la identificación de dichas células es más fásil y precisa si se realiza mediante 
riterios ul traestructurales. Sin embargo, la separación de las diferentes poblaciones 
irculantes sólo es posible en la actualidad aplicando técnicas de aislamiento o/y con 
arcadores específicos. Nuestro trabajo consiste en el estudio ultraestructural de las 
élulas sanguíneas de lubina (Dicentrarchus labrax L.) presentes en cada una de las 
racciones obtenidas por centrifugación en gradiente de Percoll.
Material y Métodos:
Suspensiones celulares de sangre de lubina (Dicentrarchus labrax L.) diluida en 
edio RPMI-1540 fueron depositadas sobre gradientes continuos (Bayne 1986) o sobre 
radientes discontinuos (Braun-Nesje y col. 1981) de Percoll. Tras la centrifugación, 
as diferentes bandas de densidad fueron procesadas par su estudio microscópico electrónico 
sgún la técnica convencional. Las densidades de las fracciones fueron estimadas mediante 
alas coloreadas de densidad calibrada. (Pharmacia Ltd).
esultados y Discusión:
Todas las células sanguíneas de lubina se encuentran dentro de un raneo de densidad 
le oscila entre 1.018 y 1.142 cj/ml (Fig. 1). Los tronbocitos se sitúan preferentenente 
' una fracción de 1.077 g/ml. los granu1oci tos neutrófilos lo hacen en la de 1.081 
'mi y los linfocitos aparecen en una banda de densidad más amplia situada entre 1.098 
1.133 g/ml. Observamos además una ordenación de los eritrocitos, desde la densidad
: 1.018 g/ml hasta la de 1.142 n/ml según su maduración, de manera que los más ligeros
iri los eritroblastos po 1 icromatófi 1 os y los más densos los ertrocitos maduros.
Cuando la suspensión de células sanguíneas de lubina se centrifuga en un gradiente
scontínuo (Fig. 2) los eritrocitos se depositan en el fondo del tubo, mientras que
is desechos y las células rotas permanecen sobre el gradiente. En la interfase de Percoll 
1 sitúan todos los leucocitos mezclados (Fio. 3), habiendo sido idenl ificados la mayoría 
ellos como tromnocitos, linfocitos y nranulocitos heterófilos (Fies. 4,6,!-).
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DISCUSION
La mayoría de los estudios relativos a la separación de las células sanguíneas 
de teleósteos se refieren a - 1 infoci tos circulantes (Lewis y col. 1978: Blaxhall 1981) 
o a los distintos tipos celulares presentes en riñón cefálico (Braun-Nesje y col. 1982 
Bayne 1986). Mediante el empleo de gradientes continuos de Percoll hemos obtenidc 
fracciones enriquecidas de granulocitos heterófilos, trombocitos y linfocitos. Lo; 
restantes tipos celulares sanguíneos no aparecen formando fracciones definidas, 
probablemente debido a que son escasos en sangre circulante o a que se pierden durantt 
el proceso de aislamiento.
La caracterización ultraestructural de las células aisladas, se ha llevado a cab< 
mediante aplicación de los criterios establecidos en anteriores trabajos (Esteban ; 
col. 1989- Heséguer y col. 1990).
FIGURAS 1 y 2: Esquema de localización en bandas de densidad de las células sanguínea1 
de lubina. Gradientes continuo (1) y discontinuo (2) de Percoll.
FIGURA 3: Células sanguíneas de la interfase de un gradiente discontinuo de Percol1.X1500. 
FIGURA A: Trombocito. X7500.
FIGURA 5: Linfocito. X5000.
FIGURA ó: Granulocito heterófilo. 4500.
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ULTRAESTRUCTURA DEL TUBULO RENAL DE LA LUBINA (D i c en t ra r chus  l abrax  L . ) .
MESEGUER J, GARCIA AYALA A, ESTEBAN HA, AGULLEIRO B.
BIOLOGIA CELULAR
FACULTAD DE BIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE MURCIA. MURCIA
El riñón y la branquia de teleósteos son les órganos más importantes
itroducción: implicados en el control homneostático, de modo que las diferencias de habitat 
uponen importantes modificaciones estructurales que son reflejo de un mecanismo de
daptación funcional (Hwang y Wu, 1988). En teleósteos marinos se producen cantidades 
ínimas de orina, debido a limitaciones en el mecanismo de concentración urinario, por
lio el principal papel del riñón es la excrección de iones divalentes como resultado 
e la actividad del túbulo renal (Raukin y col.,1983). Aunque se han descrito algunos 
e los cambios estructurales producidos para producir dicha actividad secretora, varios
spectos ultraestructurales así como su correlación morfofuncional no han sido establecidos 
necesitan ser aclarados. Nuestro trabajo tiene como objeto el estudio de la
1 traestructura del túbulo renal de lubina (Dicentrarchus labrax L.) teleósteo marino
urihalino, prestando especial atención a diferentes aspectos morfofune i onales.
Material y Métodos.-
Fragmentos de riñón caudal de ejemplares adultos de lubina (Dicentrarchus labrax
.), de 150 gr de peso y 20-30 cm de longitud, capturados en primavera en el Mar Menor
e Murcia, habitat de elevado índice de salinidad (35-45%.), fueron procesados según 
a técnica convencional para su estudio microscópico electrónico.
esultados y Discusión:
El túbulo renal de lubina consta de corpúsculo renal, segmentos proximales I y II 
de una nefrona distal patente (segmento distal, segmento colector y túbulo colector), 
n el corpúsculo renal destaca la presencia de una barrera de filtración estrecha, de 
ri mesangio escasamente desarrollado y de podocitos provistos de grandes vesículas de 
ensidad variable. Dichos aspectos ultraestructurales se consideran característicos de 
eleósteos marinos estenohalinos (López Morales, 1990). En teleósteos marinos, también 
e presentan comúnmente tres segmentos proximales (Hentschel y Elger, 1988; López Morales 
col., 1990). Sin embargo, en lubina sólo existen dos. Lo más destacable del túbulo 
enal de la lubina es la existencia de una nefrona distal semejante a la de peces de 
gua dulce (Hickman y Trump, 1969; Hentschel y Elger, 1988) en la que aparece un segmento 
istal provisto de un laberinto basal bien desarrollado, habitualmente ausente en especies 
urihalinas (Ogawa, 1962; López Morales y col., 1990), así como la de un segmento colector 
un túbulo colector cuyas células presentan numerosas vesículas mucosecretoras.
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FIGURAS
Figura 1: Corpúsculo renal. X5000.
Figura 2: Segmento proximal I. X3750.
Figura 3: Segmento distal. X 3750.
Figura A: Segmento colector. X 3750.
Figuras 5 y 6: Micrografías electrónicas de barrido. 5. Segmento proximai. X 1000. G. 
Segmento distal. X 2000.
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rARArTERTZAriON UI.Tü A ESTRUCTURAL DE LAS CELULAS SANGUINEAS DE DORADA 
( Spcirus a u r a ' . i  I.. ) .
MESECUER J LOPEZ RUTZ A, CAROTA AYA!,A A, AGUI,LEI RO B. 
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR.
FACULTAD DE BIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE MURCIA. MURCIA.
Dducción:
La existencia de un patrón hematológlco común para todos los 
ertebrados es ampliamente aceptada. Aunque se han realizado diferentes 
studios en peces, no existen criterios de uniformidad para las células 
anguíneas de este grupo (ROWLEY y col., 1988). Las diferencias 
stablecidas, fundamentalmente en el patrón leucocitano, son 
robablemente debidas a la metodología empleada (KUSUDA e IKEDA, 1987). 
uestro estudio pretende la identificación y descripción de los tipos 
elulares presentes en sangre circulante de dorada (Sparus aurata L.) 
ediante microscopía electrónica de transmisión y de barrido.
erial y Métodos:
Muestras de sangre obtenidas por punción de la vena caudal fueron 
entrlfugadas a 400g durante 15 minutos. Las cubiertas leucocítarlas 
ueron fijadas en glutaraldehído al 2% en tampón cacodilato 0.1M, pH 
.2-7.4 y procesadas para su estudio microscópico electrónico' de 
ransmisión y de barrido según la técnica convencional.
Itados y Discusión:
En dorada, hemos identificado eritrocitos jóvenes y maduros 
lrculantes (figura 1 ), los cuales se caracterizan por poseer forma 
edondeada o alargada y una superficie celular lisa. Sus características 
ltraestructurales son semejantes a las descritas en otros teleósteos, 
estacando la presencia de vesículas claras en el citoplasma. No hemos 
bservado la banda marginal de microtúbulos descrita en otras especies 
ESTEBAN y col., 1989). Los trombocitos (figura 1) presentan una 
uperficie celular lisa con algunas depresiones que podrían
canalículos de conexión superficial. No 
citoplásmaticos como los descritos en 
(DAIMON y UCHIDA, 1985). Los línfocltos
y se caracterizan por presentar numerosas 
núcleo ocupa casi toda la célula y el
orresponderse con la red de 
emos observado granulos 
rombocitos de otros peces 
figra 2) varían en tamaño 
rolongaciones cortas. El
itoplasma forma un fino halo a su alrededor. Las células plasmáticas
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son escasas en sangre circulante. Presentan forma redondeada y en 
citoplasma destaca la presencia de numerosas cisternas dilatadas 
retículo endoplasmático rugoso con un contenido de media 
electronodensidad. Los monocito-macrófagos (figura 3) poseen for 
variable debido a su tendencia a formar pseudópodos. En el citoplasma 
observan lisosomas y vesículas claras. En granulocitos, la presencia 
gránulos específicos nos ha permitido identificar tres tipos celular 
distintos: Neutrófilos (figura 4), eosinófilos (figura 5) y basófil 
(figura 6), de modo semejante a lo descrito en lubina (MESEGUER y col 
1990). Sin embargo, a diferencia de lo descrito en esa misma espec 
observamos la presencia de dos poblaciones de gránulos en los leucocit 
neutrófilos y basófilos y de tres en los granulocitos eosinófilos, cu 
ultraestructura es diferente de la descrita para este tipo celular 
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ULTRAESTRUCTURA DE LAS CELULAS DEL EXUDADO PERITONEAL DE 
LUBINA (Dicsntrarchus labran L.).
MESEGUER J., MUñOZ J., ESTEBAN M.A., LOPEZ RUIZ A., 
AGULLEIRO B.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR.
FACULTAD DE MEDICINA. UNIVERSIDAD DE MURCIA. MURCIA.
Introducción:
peritoneal d 








La importancia de las células del exudado 
e peces es conocida debido a sus implicaciones 
sos de defensa immunológica (Ellis, 1982). Sin 
epto por estudios funcionales recientes (Suzuki, 
información sobre la ultraestructura y los 
fofuncionales de dichas células es actualmente 
El propósito de nuestro trabajo es la 
ión y descripción ultraestructural de los 
tipos celulares presentes en el exudado 
e lubina (Dicentrarchus labran L.).
Material y Métodos: „  . , - 4. n .
' Exudado peritoneal de lubina obtenido
mediante punción , fué centrifugado a 1500 rpm a 4 QC
durante 10 minutos. Las células obtenidas fueron procesadas
para su estudio microcópico electrónico según la técnica
c o n v e n c i o n a l .
Resultados y Discusión: T , , , , , , . , , ,
7 Las células del exudado peritoneal de
lubina han sido caracterizadas mediante la aplicación de los
criterios indicados en estudios previos (Bodanmer, 1986),
identificándose todos los tipos celulares presentes en
sangre circulante aunque, la abundancia relativa de estos es
variable. El tipo óelular más frecuente fue el macrófago,
pudiendo ser di ferenciados al menos los estadios de monocito
(Fig. 1), mo no ci to-macrófago (Fig. 1) y macrófago (Fig. 2 y
3). Los raonocitos se han identificado como células
redondeadas cuyo tamaño es el menor de los tres tipos
citados. Poseen un núcleo grande de contorno irregular y en
su citoplasma aparecen escasas vesiculas pequeñas de
contenido e l e c t r o n o d e n s o . Los mo nocito-macrófagos se
caracterizan por su núcleo escotado o lobulado y por la
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presencia de lisosomas , algunos de los cuales poseen un 
contenido heterogéneo. Con frecuencia varias de estas 
células aparecen rodeando a otros tipos celulares de
citoplasma muy vacuolado (Fig. 4). Los macrófagos son 
grandes células provistas de largas y delgadas
prolongaciones c i t o p l a s m á t i c a s . Su núcleo aparece
frecuentemente rechazado a la periferia debido a la 
presencia de una o mas vesículas de endocitosis de gran 
tamaño (Fig. 5). De acuerdo con otros autores se destaca la 
presencia de numerosos linfocitos y granulocitos eosinófilos 
(Fig. 6) (Bodammer, 1986; Suzuki, 1986), a diferencia de lo 
observado en salmón y trucha en los que los tipos celulares 
mas frecuentes son los macrófagos, los leucocitos 
neutrófilos y los linfocitos (Sakai, 1984).
Fig. 1¡ Monocito. X 3600.
Fig. 2: Monocito-macrófago. X 6500.
Fig. 3: Macrófago. X4200.
Fig. 4: Macrófagos rodeando a una célula de citoplasma vacuolado. X 2850. 
Fig. 5: Macrófago con una vesícula de endocitosis de gran tamaño. X 2600. 
Fig. 6 : Granulocito eosinófilo. X 4300.
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VALORACION DE LOS DISTINTOS COMPONENTES NUCLEOLARES EN 
CELULAS DE PLANTAS SUPERIORES.
Moreno, F.J., Rodrigo, R.M., Torreblanca, J.
Departamento de Biología Celular
Facultad de Biología. Universidad de Sevilla.
itroducción: El nucléolo es un orgánulo celular presente en todos los orga- 
íismos eucarióticos, y responsable de la síntesis y procesamiento del ADN 
úbosómico. En estos últimos años se lian realizado numerosos trabajos 
sobre la organización estructural y distribución de los componentes 
íucleolares, comprobando que dichos componentes se modifican en determína­
las condiciones fisiológicas y experimentales. En este trabajo se lia 
intentado correlacionar el estado de actividad celular con la apariencia 
íucleolar, con el fin de poder determinar un patrón nucleolar, bien de 
sus componentes estructurales o bien de sus constituyentes moleculares,
}ue nos sirva de diagnóstico para determinar y establecer el estado de 
ictividad funcional de la célula.
Material y Métodos: El material utilizado ha sido células meristemáticas 
'adicales de Allium cepa en estado de crecimiento activo (proliferación),
?n estado de crecimiento retardado a baja temperatura (4-C), y en condicio 
íes experimentales en presencia de un inhibidor de la síntesis de proteinas 
cicloheximida, CUM). El estudio morfológico se llevó a cabo en material 
ncluido en resina Spurr. Para la determinación de las proteinas Ag-NOR,
'.1 material fue fijado en glutaraldehido-Carnoy y embebido a baja tempera- 
una en la resina hidrofílica Lowicryl K4M. Las secciones finas sobre rejj_ 
las se sometieron a la técnica citoquímica Ag-NOR en una etapa. La valo- 
'ación cuantitativa se realizó con el programa IMAGO de análisis de imagen.
esultados y Discusión: El nucléolo de Allium cepa muestra una morfología 
:ompacta, donde el componente granular (CG) se entremezcla con el fibrilar 
CF). En este último es difícil distinguir entre los centros fibrilares 
r el componente fibrilar denso. Además, también se observan areas claras 
le contenido homogéneo y con inclusiones, y algunos intersticios.
La tinción Ag-NOR nos permite diferenciar parte del componente 
ibrilar que está localizado, generalmente, alrededor de las areas claras 
ormando a su vez un anillo en el interior del nucléolo.
Bajo el tratamiento con inhibidores de la síntesis de proteinas 
le produce una segregación de los dos componentes mayoritarios nucleolares, 
lisponiéndose el componente granular rodeando al fibrilar. Una morfología 
iimilar se obtiene retardando el crecimiento celular por la acción del 
rio.
La valoración de los distintos componente nucleolares nos 
»ermite observar una disminución significativa del area ocupada por las
135
proteínas Ag-NOR bajo el tratamiento con el inhibidor de la síntesis de 
proteínas CHM.
En condiciones de crecimiento retardado por la acción de bajas 
temperaturas, el area del componente fibrilar se incrementa debido a un 
aumento en la duración del periodo de transcripción. Sin embargo el area 
ocupada por las proteínas Ag-NOR se mantiene, indicándonos que aunque 
ralentizada, la actividad transcripcional continúa en estas condiciones.
2Area nucléolo (pm ) 
Area CF (pm^)





4.80+0.45 4 .4 4+O
3 .2 6±0 . 1 1 0.53+0






. 0 0 1 0 .4 0+0 . 0 0 1
.011*+ 0.34+0.008
;íp  < 0 . 0 1 comparado 
$p < 0 . 0 1 comparado 
+ p < 0 . 0 1 comparado
con el grupo CONTROL 
con el grupo CHM 
con el grupo FRIO
Media ± e.s.m.
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SEPARACION CELULAR EN ORGANOS LINFOIDES OE Sparus aurata (TELEOSTEO). 
IDENTIFICACION ULTRAESTRUCTURAL DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS CON ANTICUERPOS MONOCLONALES. 
Navarro, V.; Rombout, J.H.W.M.; Villena, M.I.; Abad, H.E.; Quesada, J.A.
Biología Celular
Facultad de Biología. Universidad de Murcia. Murcia.
Introducción:
La diferencia esencial entre las subpob1 aci ones de linfocitos en peces, 
como en mamíferos, es la presencia de marcadores superficiales que 
se ponen específicamente en evidencia mediante el uso de anticuerpos 
«onoclonales (Lobb, C.J. and Clem, L.W. 1982).
En el presente trabajo se identifican dos subpob1 aci ones de linfocitos
en bazo y riñón cefálico de Sparus E. mediante el uso de
anticuerpos monoc1 ona 1 es frente a Ig del suero específicos para células 
semejantes a 1 i n f o c i t o s. B .
de dorada según 
1 9 8 3 ) .
una modificación de Kdhler and
entre 150-200 g. Las ban< 
para su identificación, 
bandas con predominio de
Inmunocitoquimica 
linfociFos se incuba 
de oro de 15 nm conju 
inclusión se proce
frente a 1 9 del suero
M i 1 s t e i n ( G o d i n g , J . W .
11 al 60% a p a r t i r de
de e j e npiares de dorada
recogidas y procesadas
u 1 t r a e s tructuralj Las
ron con NSI 5 ( MAb ) y
g a d a s ci3 n g o a t antimouse
d i ó a s u e s t u d i o conIgG. Tras la fijación 
microscopía electrónica.
Resultados y Discusión:
La separación celular en gradiente de Percoll nos indica la existencia 
de dos bandas con distinta densidad en bazo y riñón cefálico.
Mediante el estudio u 1traestructur a 1, de las células contenidas en 
las bandas, identificamos como eritrocitos (Fig 2 y 5) las células
predominantes en la banda mas densa (n 3 2) y como linfocitos (Fig 
1 y 4) las células presentes en la banda menos densa (n9 l).
No obstante, en la banda n? 1 del riñón cefálico aparecen también
gran número de granulocitos (Fig 3).
El estudio inmunocitoquímico ultraestructural indica la existencia 
de dos subpob 1 aci ones 1 infocitari a s , por diferenciar entre linfocitos
marcados o no superficialmente (Fig 6 y 7).
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El recuento de estas subpob1 aci ones señala que el porcentaje de 
linfocitos marcados en riñón cefálico es aproximadamente del 25% y 
menor en el bazo, siendo comparables con los datos obtenidos por otros 
investigadores en carpa (Van Diepen and col, 1990).
Estos porcentajes y la especificidad del anticuerpo indican que esta 
subpoblación es de linfocitos semejantes a B.
La variación en la intensidad de mareaje superficial de los linfocitos 
en ambos órganos sugiere que la diferenciación linfoide ocurre tanto 
en bazo como en riñón cefálico.
Fig 1: Linfocitos del bazo (banda n 3 1) x 4 0 0 0
Fig 2: Eritrocitos del bazo (banda n8 2) x 315 0
Fig 3: Linfocitos del riñón cefálico (banda n? l) x 4 7 0 0
Fig 4: Granulocitos del riñón cefálico (banda n2 l) x 3 3 0 0
Fig 5: Eritrocitos del riñón cefálico (banda n® 2) x 315 0
Fig 6: Linfocito slg positivo del bazo. x79000
Fig 7: linfocito slg positivo del riñón cefálico. x28000
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PARAMETROS ULTRAESTRUCTURALES DE LA CASCARA DEL
HUEVO DE AVE
P. NIETO y L.J. ALBERTO
Fisiología y Biología Animal, Laboratorio de Vertebrados.
Facultad de Biología. Avda. Reina Mercedes, 6. E-41071 SEVILLA.
Introducción:
Desde que se describió la estructura fundamental de la cáscara 
del huevo de ave en el siglo pasado (ver TYLER, 1969; ALBERTO, 1989) se ha 
intentado establecer diferencias estructurales de la misma en distintos 
grupos de aves (TYLER y SIMKISS, 1959; BACCETTI, 1976), asi como las 
perturbaciones que sobre dicha estructura de la cáscara ejercen algunos 
contaminantes (PEAKALL et al., 1973; FOX, 1976; COOKE, 1979). En ambos 
casos la principal dificultad reside en encontrar parámetros que 
estadísticamente pongan de manifiesto dichas diferencias o alteraciones. 
Aqui estudiamos el valor diferenciador de 11 parámetros ultraestructurales 
de la cáscara del huevo de cinco especies de aves Limicolas.
Material y Métodos:
Se emplearon 45 muestras de cáscara de distinto huevo 
repartidas por especies como sigue: (A) Recurvirostra avosetta (10), (H)
Himantopus himantopus (10), (CH) Charadrius alexandrinus (8), (V) Vanellus
vanellus (8), (T) Tringa totanus (9). De los huevos de procedencia de las
muestras se conocía el volumen (VOL), el peso total de la cáscara (PC) y su 
espesor (E) . Sobre las fotografías obtenidas con el MEB se tomaron , de 
cada muestra, las medidas de la Tabla I (ver TYLER y SIMKISS, 1959; COOKE, 
1979 y fotos). En los casos de DM, LMP, DPI y DF el valor tomado para cada 
muestra fue la media de varias mediciones.
Resultados y Discusión:
Los once parámetros 
variabilidad especifica (Tabla I) ,
ultraestructurales presentan mucha 
lo que dificulta, contrariamente a lo
PC E EW EC HCM DM HM IMP DPI DMPI NPS PSP DE VOL K




























































































































TABLA I.- Medís y Coeficiente de Variación, entre paréntesis. de los parámetros en las cinco especies de aves 
Notación: EM. espesor de mentorana; EC, espesor de capa calcárea; HCM, altura de capa mamilar; DM. raedla de la 
distancia entre centros de mamilas; HM. altura de las mamilas; LMP. media de la longitud máxima de placas de 
superficie; DPI. diámetro medio, y DMPI diámetro máximo, de los poros de la capa esponjosa; NPS. n» de poros 
por 100 )lJ; PSP, % de superficie ocupada por los poros en la capa esponjosa; DF, media del diámetro de las fibras; 
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afirmado por BACCETTI (1 97 6 ), 
diferenciar claramente mediante ellos 
las cáscaras del huevo de especies 
próximas (Fig. 1). Por idéntica 
razón, estos parámetros sólo podrán 
detectar los cambios estructurales de 
la cáscara muy aparentes, originados 
por factores que afectan a la 
formación de la misma, como los 
señalados por COOKE (1979).
Las correlaciones entre 
los parámetros presentan un espectro 
a nivel especifico dificil de 
interpretar y diferente para cada una 
de las especies. En las correlaciones 
entre medias de parámetros y volumen
medio de las especies destaca la correlación positiva entre la longitud 
media de las placas de la superficie con el volumen, y el diámetro de las 
fibras de las membranas con el volumen. Esta correlación interespecifica no 
se da dentro de ninguna especie con el tamaño de muestra que hemos 
estudiado.
Fig. 1.- Unión de especies que presentan 
diferencias significativas en los parámetros 
indicados en ia conexión.
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Títu lo : U l t r a e s t ru c t u ra  de l a  mucosa g á s t r i c a  de Salmo g a i r d n e r i ,  R i ch .
Auror(es)‘' Ostos Garrido, M.A. Abaurrea Equisoain, M.I. Núñez Torres,
Depure ante ata Biología Celular
Cea tro: Facultad de Ciencias; Universidad de Granada.
£1 propósito del presente trabajo es determinar mediante las técnicas adecúa 
Introducción: ¿as jas caracterfsticas citoquímicas y ultraestructurales de los tipos celu­
lares constituyentes de la mucosa gástrica de la trucha arco iris y en particular las ca­
racterísticas de las células implicadas en la producción de jugo gástrico.
Las glándulas gástricas que se localizan sólo en la parte proximal del estómago, 
también denominada cuerpo (Reifel y Travill, 1978), aparecen constituidas por un tipo ce­
lular único, las células oxinticopépticas (Ito y Winchester, 1967) productoras de ácido 
clorhídrico y pepsina. Las células mucosas superficiales contienen mucosustanci as neutras 
que coexisten con mucosustanci as ácidas, fundamentalmente si alomucinas.
Material y Métodos- Para ^a rea^ zación del presente trabajo utilizamos ejemplares jóve­
nes de trucha arco iris que tras mantenerlos durante algún tiempo en 
cubas de fibra de vidrio, fueron sacrificados por decapitación previa anestesia con MS 
222 Sandoz. Porciones de estómago (regiones del cuerpo y pilórica) se fijaron por inmer­
sión en Bouin durante 24 horas para el estudio histoquímico que se realizó sobre seccio­
nes de 6-10 mieras obtenidas de material incluido en Paraplast.
Las muestras destinadas al estudio u1traestructura1 fueron fijadas durante cinco ho­
ras a ^  C en glutaraldehido al 4% en tampón cacodilato y postfijadas con 0 ^  al 1,5 % en
el mismo tampón. Tras deshidratación en acetonas de concentración creciente se incluyeron 
en Epon 812. Los cortes ultrafinos se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de 
pifian
La porción gástrica del tracto gastrointestinal de la trucha apare 
Resultados y Discusión: Ce constituida por dos regiones diferentes que, de acuerdo con otro 
autores (Reifel y Travill, 1978) denominamos regiones del cuerpo y pilórica. En ambos ca­
sos histológicamente se puede hablar de las cuatro capas características del estómago de
los vertebrados: mucosa, submucosa, muscular propia y serosa.
En la región del cuerpo la mucosa gástrica tiene carácter glandular y se caracteriza 
por la presencia de glándulas tubulares simples constituidas por células que se disponen 
en una capa en torno a la luz, carentes de PAS positividad en su citoplasma a diferencia 
de las células columnares que forman el epitelio de revestimiento.
La región pilórica carece de este tipo de glándulas ylas células epiteliales de re­
vestimiento muestran en su citoplasma la presencia de mucosustancias neutras y ácidas 
tanto del tipo de las sialomucinas como sulfomucinas.
Células superficiales (Fig. 1). Estas células de forma prismática revisten teda la sup»r- 
f'icie interna del estómago. El núcleo de contorno irregular y situado en el polo inferior 
de la célula muestra nucléolo bien desarrollado. Todo el citoplasma supranuclear aparece
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ocupado por numerosos granulos de naturaleza mucoide de forma y tamaño variables que pue­
den aparecer como elementos formes independientes o formando grandes masas que se visua­
lizan liberando su contenido a la luz gástrica. En zonas próximas al núcleo y también en 
la vecindad de los granulos, pueden verse complejos Golgi formados por sáculos y vesícu­
las que se disponen en áreas más o menos circulares. Se ven también perfiles de retículo 
endoplasmático rugoso. En las membranas plasmáticas laterales existen interdigitaciones. 
No presentan raicrovellosidades en su borde apical.
Células oxinticopéDticas (Fig. 2 y 3). Las células que tapizan las glándulas presentan 
una estructura compleja en la que se asocian características de las células principales y 
parietales de mamífero por lo que se denominan oxinticopépticas (Ito y Winchester, 1967). 
En el citoplasma de dichas células encontramos un sistema tubular vesicular de membranas 
lisas bien desarrollado. Esta red participa enla elaboración del ácido clorhídrico en la 
que estaría igualmente implicada una ATPasa (Kasbekar y Durbin, 1965) lo que justificaría 
la elevada proporción de mitocondrias que observamos. Este mismo tipo celular secreta las 
proteasas del jugo gástrico que son sintetizadas en el retículo endoplasmático rugoso, 
que aparece constituido por cisternas paralelas formando api lamientos que en ocasiones 
ocupan un volumen importante. Otro elemento citoplasmático importante son los gránulos de 
zimógeno de forma esférica y tamaño variable que muestran una moderada densidad a los 
electrones.
El proceso de producción de enzimas pépsicas es en todo similar al descrito para 
las células principales de las glándulas fúndicas de mamíferos (Stephens and Pfeiffer, 
1968) y por las células oxinticopépticqs descritas por Sedar. 1961. En el borde apical 
las células poseen una sene de expansiones de su membrana plasmática de forma y tamaño 
)CT£Qul¿r
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LA MUCOSA LARINGEA DE RANA PEREZI
L.M. Pastor, J. Gallego-Huidobro, A. Calvo 
Biología Celular
Facultad de Medicina. Universidad de Murcia.
Introducción:
Los estudios ultrastructurales del epitelio de las vias aéreas de verte­
brados no mamíferos han sido realizados principalmente en aves Cl) y rep­
tiles (2, 3, 4) siendo muy escasos en anfibibos donde sólo se conoce la 
jltraestructura del urodelo Hynobius nebulosus (5). En el presente trabajo 
le realiza una descripción a nivel ultraestructural del epitelio laríngeo 
leí Anuro Rana perezi y se comparan dichos resultados con los encontrados 
?n otros vertebrados.
Material y Métodos:
Para microscopía electrónica de transmisión las muestras de laringes de 
individuos adultos de Rana perezi (n=10) fueron fijadas en glutaraldehido 
C2.5%) y postfijadas en tetraóxido de osmio, deshidratadas en acetona e in­
tuidas en Epon 812. Las muestras utilizadas para microscopía electrónica 
le barrido fueron fijadas de igual forma, deshidratadas también en acetona, 
sometidas a punto critico y metalizadas con oro.
tesultadgs y Discusjón:
Con microscopía de barrido la superficie de la laringe muestra sólo célu- 
as con morfología poligonal, marcados limites celulares y microvellosida- 
es cortas apicales. En la porción distal de la laringe se aprecian también 
ntre estas células orificios circulares, probablemente aperturas glandul-a- 
es.
La microscopía de transmisión permite identificar tres tipos celulares 
n el epitelio laríngeo: Células secretoras, básales y endocrinas, así co- 
io numerosos nervios intraepiteliales. Las células secretoras se presentan 
n la porción distal laringea formando glándulas tubulares simples. Estas 
élulas presentan abundantes microvellosidades apicales y un citoplasma con 
bundantes granulos de secreción de variable estructura, siendo los más 
recuentes (sobre todo en las glándulas) los que presentan una estructura 
iíel i nica muy semejante a la de los cuerpos laminares de los neumocitos ti­
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po II (Fig. 1 A). Las células endocrinas son más e'ectrolúcidas que las 
anteriores y muestran en su citoplasma pequeños gránulos de secreción de 
unos 80 nm de diámetro con halo periférico claro y centro denso (Fig. 1 B) 
Entre estas células se pueden localizar nervios intraepiteliales que por­
tan en su interior vesículas claras y otras de halo periférico y centro 
denso (Fig. 1 C).
Los resultados indicados permiten deducir que, desde el punto de vista 
ultraestructural, el epitelio de la laringe de Rana perezi se presenta con 
una morfología muy similar a la encontrada en los Lacértidos y Ofidios (3, 
4,5) diferenciándose claramente del otro Anfibio estudiado hasta la fecha: 
Hynobius nebulosus (6).
En conclusión, puede detectarse en las vías aéreas de vertebrados tetrá­
podos dos patrones morfológicos epiteliales que difieren esencialmente en 
el tipo de célula secretora. Con gran probabilidad las secreciones produ­
cidas tendrán composición distinta y quizás funciones diferentes adecuadas 
a las necesidades de cada grupo de animales.
Fig.l-IA: Célula secretora, IB: Célula endocrina, 1C: Nervios intraepite­
liales.
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ESPECTRO DE FRECUENCIA DE LOS DIAMETROS DE LAS FIBRAS DEL NERVIO OP­
TICO DE RATAS CRIADAS EN OSCURIDAD TOTAL.
Pizarro Celis, C; Mompeó Corredera, B; Sánchez Salgado, G; Arias 
Carrasco, B. y González-Valverde, P.
PATOLOGIA Y CLINICAS HUMANAS.
FACULTAD DE MEDICINA. UNEX.
Introducción:
Se ha descrito que las fibras del nervio óptico presentan diámetros 
de diferente calibre. Las hipótesis que intentan explicarlo se basan:
1. Las fibras nerviosas experimentan un aumento de su diámetro durante 
el desarrollo (2). 2. El diámetro de las fibras estaría en relación
con el tipo de célula ganglionar retiniana de la que procede (4).
Basándonos en estos resultados se ha planteado el presente estudio 
desde la hipótesis de que factores externos, como las condiciones de luz y 
oscuridad, puedan provocar modificaciones funcionales durante el desarrollo 
que se traducirían en alteraciones del calibre de sus axones.
Material y Métodos:
Se han utilizado nervios ópticos de ratas, de diferentes edades, a 
las que se ha mantenido en condiciones de oscuridad absoluta.
El procesamiento de las muestras se realizó siguiendo la pauta habitual 
para M.E.T.
El cálculo de los parámetros cuantificados (diámetros totales de F.N.M., 
diámetros de F.N.M. excluyendo la mielina y diámetros de F.N. no miel iniza 
das) se realizó mediante un analizador de imagen A.M.S. VID—II.
Resultados y Discusión:
Los resultados obtenidos como consecuencia de las mediciones realizadas 
se encuentran reflejados en las Tablas I, II y III.
Los valores de los diámetros que obtienen la mayoría de los autores 
en el periodo comprendido entre el nacimiento y los tres años, de edad 
oscilan entre las 0,11 y 0,6 jum. Nuestros datos, a su vez, revelan 
que los diámetros totales dan valores de 0,1 y 1,5 jum y de 0,1 y 1,1 
um en fibras desprovistas de la cubierta mielínica en un periodo compren­
dido entre el nacimiento y los 120 días de vida postnatal.
Si las dimensiones de los diámetros estuviesen en relación con el tipo 
celular al que pertenecen, nuestros hallazgos parecen revelar que la 
población celular que predomina durante el desarrollo es la de tipo 
alfa con mayor talla y gruesos axones, existiendo la posibilidad de
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que la reducción fisiológica de su número se produzca por un proceso 
de muerte celular que afecte selectivamente a la población de tipo 
pequeño o delta. Al comprobar, sin embargo, que a partir de los 15 
días la reducción del número de axones es inapreciable, hemos de desechar 
esa hipótesis y pensar que las dimensiones de los diámetros se deben 
más bien al crecimiento que experimentan durante el desarrollo.
Creemos que el desarrollo de los animales en oscuridad absoluta modifica 
el crecimiento en grosor de las fibras nerviosas manteniéndose una 
distribución fundamentalmente unimodal y existiendo una gran proporción 
de fibras de mediano calibre a la vez que se contabiliza escasa propor­
ción de fibras gruesas, estas conclusiones son concordantes con las 
de Fukuda y cois., (1982) y Reese (1987) obtenidas en los nervios 
ópticos de ratas criadas en condiciones controladas.
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ESTUDIO MICROANALITICO Y ULTRAESTRUCTURAL DEL CONTENIDO LISOSOMAL DE 
LAS CELULAS DIGESTIVAS DEL HEPATOPANCREAS DE MOLUSCOS BIVALVOS 
M. Poquet; J. Amor; M.G.Bozzo; J.R.Ferrer; J. García Valero;E. Ribes; 
E. Sagrista; M.Durfort
Unitat de Biología Cel.lular
Facultat de Biología.Uníversitat de BarcelonaAv.Diagonal-645,08071- 
Barcelona
oducción: En los moluscos marinos se han detectado mecanismos de aislamien- 
de metales en tipos celulares especializados en distintos órganos. Las 
ulas que asumen dicha función utilizan tres vías de detoxificación: unión 
proteínas citosólicas, secuestro en vesículas o formación de concrecio- 
minerales (FOWLER y G0ULD,1988).
En los moluscos bivalvos la glándula digestiva está formada por 
ulos que se hallan constituidos por células digestivas, células secreto- 
, células flageladas y células indiferenciadas.
El objetivo de este estudio se centra en la localización intrace- 
ar de elementos metálicos y las posibles vías de captación en las células 
la glándula digestiva
ferial y Métodos: Se han estudiado distintos ejemplares de moluscos bivalvos 
las especies Tapes decussatus y Ostrea edulis procedentes del Delta del 
o. El hepatopáncreas se ha sometido a una doble fijacióncon parafermalde- 
o2% y glutaraldehido2,5% y posteriormente tetróxido de osmio l%.Se han 
luido en resina Spurr, si bien las muestras destinadas al estudio micro- 
lítico no han sido osmificadas y se han incluido además en resina Lowicril 
. Los cortes ultrafinos montados en rejilla de Al o Ti se han analizado 
un sistema Kevex incorporado a un microscopio Hitachi 800MT
ultados y Discusión.- La distribución de los tipos celulares varía en el hepa- 
ancreas de las dos especies estudiadas, si bien las células secretoras 
caracterizan por los numerosos gránulos de secreción y el desarrollo del 
piejo de Golgi. En la zona apical , los distintos tipos de células presen- 
uniones septadas y desmosomas, asi como microvilli y algunos cilios.Las 
ulas digestivas de ambas especies poseen numerosos lisosomas y cuerpos 
iduales que en ejemplares sometidos a variaciones de temperaturr y aalini- 
provocan degeneración celular (FOWLER y G0ULD.1988). El análisis cuali - 
ivo del contenido lisosómico revela la existencia de P ,S ,C1,Ca,Fe,Cu y Zn 
atizándose los elementos metálicos exclusivamente en el interior de los 
osomas, mientras que el P,S, y C1 es similar a otras zonas del citoplas- 
La presencia de Ca, ligeramente incrementado en presencia de Fe, no al­
za los niveles que se han descrito en lisosomas de riñón de otras espe- 
s de bivalvos, donde llegan a constituir concreciones de tipo mineral
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(FOWLER y GOULD),1988).
El análisis de las distintas zonas del citoplasma no revela la prese 
cia de elementos metálicos. De la misma forma se observa una buena presera 
ción de las estructuras membranosas y no se detecta ninguna patología en 
los tipos celulares estudiados.
A diferencia de otros grupos de moluscos, la composición de gránulos 
intralisosómicos en las especies estudiadas indica que las células digestí 
vas del hepatopancreas intervienen, además de los procesos de digestión ir 
tracelular, en los mecanismos de secuestro y aislamiento de elementos inor 
gánicos que contribuyen a preservar la funcionalidad de las células y los 
niveles básales de todo el organismo.
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DETECCION DE CRISTALES DE MERCURIO A NIVEL TISULAR EN LA OSTRA 
(Crassostrea gigas)
M. Poquet; M.G. Bozzo; E. Sagrista; J.Amor; J.Ferrer; J.García 
Valero; E.Ribes; M.Durfort
Unitat de Biología Cel.lular
Fac. de Biología. Universitat de Barclona.Diagonal-645.08071 
Barcelona
Introducción: Los moluscos bivalvos desarrollan distintos mecanismos de de- 
toxificación de contaminantes inorgánicos que posibilitan la exposición 
tolerada frente a concentraciones relativamente elevadas. Ciertos metales 
pesados son necesarios a bajas concentraciones(como el Cu y el Zn)mientras 
que algunos como el Cd, Pb Y Hg pueden alcanzar niveles letales.
Debido a la importancia económica de algunas especies de bivalvos el 
estudio de la incorporación de contaminantes y bus efectos en los tejidos 
son de vital importancia. En este trabajo se estudia la composición de 
cristales detectados en los tejidos de la ostra y algunos de los efectos 
tóxicos en ciertor tipos celulares.
Material y Métodos:
Se han estudiado 10 ejemplares de la especie Crassostrea gigas pro­
cedentes del Delta del Ebro . Fragmentos de distintos órganos indicadores 
como la gónada, la branquia y el manto se han procesado para su estudio 
al MET y MEB. Para realizar el estudio de la composición elemental, una 
parte de las muestras no han sido osmificadas. El estudio microanalítico 
se ha realizado con un microscopio electrónico de barrido JEOL JSM 840 con 
un sistema de análisis de energías dispersivas Link Systems (An 10000)
Resultados y Discusión:
En las observaciones realizadas con microscopía electrónica de 
barrido se han detectado formaciones cristalinas de morfología variable,en 
'los intersticios tisulares de todos los órganos estudiados, habiéndose u- 
ti1 izado para su detección sistemática la señal deelectrones retrodispersa- 
dos ("backscattered" ).
El estudio microanalitico de los cristales ha revelado una composi­
ción elemental de Hg y Cl. En otras áreas del tejido se detecta P,S y Ca, 
elementos habituales en las muestras biológicas. El estudio ultraestructu- 
ral de los tipos celulares de los distintos tejidos en los ejemplares con­
taminados revela alteraciones, especialmente a nivel de los cilios de la 
branquia y de los espermatozoides de la gónada. En las células reproducto­
ras se detectan alteraciones a nivel del flagelo y del acrosoma. Estos dos
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órganos constituyen dos de las principales vías de filtración que presentan 
los bivalvos y en consecuencia, presentan mayor número de cristales. Algu­
nas de estas alteraciones se han detectado en otros ejemplares que no pre­
sentaban cristales.
Si bien las técnicas analíticas y los efectos tóxicos de contaminantes 
como el mercurio son menos conocidos debido a su letalidad, podría esperarse 
que al igual que ocurre con otros contaminantes como el cadmio, variaciones 
de salinidad y temperatura den como resultado diferentes niveles de acumu­
lación de los elementos contaminantes (FRAZIER,1983).
El nivel de inserción de los cristales en algunas áreas del tejido 
indica una persistencia de dicho elemento en el medio, si bien no podemos 
establecer una correspondencia unívoca entre la localización del mercurio 
intratisular y las alteraciones morfológicas detectadas, ya que pueden ser 
de naturaleza adaptativa o deberse a otros tipos de patología.
Bibliografía
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CAMBIOS MORFOLOGICOS EN LA SUPERFICIE DE EXPLANTES DE PROSTATA VEN­
TRAL DE RATA EN CULTIVO DE TEJIDOS: INFLUENCIA DE LA PROLACTINA. 
ROMERO, L.; MUÑOZ, C.; LOPEZ, A.; VILCHES, J.
Biología Celular y Anatomía Patológica.
Facultad de Medicina. Universidad de Cádiz.
Introducción: £] papel de los andrógenos en la patología tumoral prostéti­
ca ha sido estudiado por muchos autores durante los últimos 50 años, 
siendo considerados como el factor más importante en la carcinogénesis 
prostética. Además, en las últimas dos décadas, algunos autores 
consideran la actuación de otros factores hormonales que ejercen 
su acción solos o en colaboración con la testosterona. En este 
trabajo estudiamos la acción de la prolactina en cultivo de explantes 
usando ratas Wistar como modelo experimental.
Material y Métodos: Se sacrificaron 15 ratas de 375 grs de peso y se 
extrajeron sus próstatas en condiciones estériles. Los cultivos 
se llevaron a cabo en medio RPMI-1640 suplementado con FCS al 10% 
y P-S al 4%. Se añadió prolactina ovina a concentraciones de 1 
ui/ml de medio, O'l, O'Ol, O'OOl y O'OOOl ui/ml. Además, se realizaron 
dos cultivos controles con la concentración más alta de disolvente 
hormonal y con medio suplementado. El medio de cultivo se cambió 
cada dos días y los explantes fueron sacrificados a los 4, 7, 10 
y 14 días. Se realizaron microfotografías con un microscopio electróni­
co de barrido JEOL 820.
Resultados y Discusión:
En todos los cultivos observamos un óptimo crecimiento durante 
los primeros 7 días, incluyendo los cultivos controles. Tras dos 
semanas, se observó una apreciable regresión en todos los explantes 
a concentraciones de 1 y O'l ui/ml. Por otra parte, los explantes
sometidos a concentraciones de O'Ol, O'OOl y O'OOOl ui/ml, sobrevivie­
ron hasta el final de los cultivos (alrededor de 1 mes). El cultivo 
control se comportó de forma similar a este segundo grupo.
Es significativo que el crecimiento de células en monocapa 
derivadas de los explantes fué normal en todos los cultivos hasta 
el final de la experiencia. Los efectos inhibidores de la prolactina 
a concentraciones de 1 y O'l ui/ml, descritos por algunos autores,
fueron sólo evidentes en los explantes durante la segunda semana.
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El estudio con MEB permitió observar cambios morfológicos 
en la superficie de los explantes asociados a las distintas concentra­
ciones de prolactina. A concentraciones de 1 ui/ml se aprecia 
una notable desorganización del recubrimiento celular, con células 
de distinta morfología, vacuolizaciones en su membrana y pérdida 
de las uniones intercelulares.
Este patrón se repitió también a concentraciones de O'l ui/ml 
en intensidad decreciente.
Es a la concentración de O'Ol ui/ml cuando se observa una 
mayor proliferación celular, con aspecto morfológico más regular 
y formación de estructuras de aspecto epitelial con uniones intercelu­
lares. A concentraciones de O'OOl y O'OOOl ui/ml se aprecia una 
regularidad en todo el recubrimiento del explante, con uniones 
intercelulares bien definidas y aparición de microvillis y fenómenos 
de secreción en la superficie celular.
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Superficie explante prolactl 
na 0.1 ui/■!. MEB (xl700). ~
Superficie explante prolactin 
0.01 ui/■1. MEB (x3^00).
Superficie explante prolac­
tina 0.0001 u i/■1.(x 5000).
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Contribución de la Microscopía Electrónica de transmisión 
al diagnostico de la Peste Equina Africana.
Rubio, C*, Cubillo, A*, Hooghuis, H* y Marcotegui, M.A* 
♦Laboratorio de Sanidad y Producción Animal, Algete 
** INIA Dpto. de Sanidad Animal, CIT Madrid
ntroducción: La Peste Equina Africana es una enfermedad infecciosa, 
no contagiosa, transmitida por artrópodos hematófagos, causada 
por un virus con RNA de doble cadena de la familia Reoviridae, 
género Orbivirus, con nueve serotipos diferentes conocidos, que 
afecta a caballos, mulos y équidos salvajes. En España se han 
producido últimamente cuatro brotes consecutivos de la enferme­
dad, el primero en la región Centro en 1987 y los tres restan­
tes en Andalucía los años 1988, 1989 y 1990. Los animales en­
fermos se sacrifican y a los sanos que están en la zona afecta­
da se les vacuna para prevenir la difusión de la enfermedad. 
Para ello, hay que conocer el serotipo del virus causal.
Material y Métodos: Muestras: Bazos y sueros de caballos muertos, sos­
pechosos de haber padecido la enfermedad. Métodos de diagnósti­
co: Inoculación de macerados de bazo en cultivos celulares Vero 
y MS para multiplicación y aislamiento del virus. El medio de 
los cultivos con efecto citopático (ECP) específico se usa como 
antígeno frente a los 9 serotipos del virus en una sueroneutra- 
lización. Las células de cultivos con ECP se incluyen en EP0N- 
Araldita. Los sobrenadantes de cultivos con ECP se usan para ha 
cer tinción negativa con PTA 2% y para IME en fase sólida o de 
inmunocomplejos frente a los 9 serotipos del virus.
esultados y Discusión: La inoculación en cultivos celulares requiere 
.os o tres pases por las células para tener evidencia de ECP es 
ecífico. Posteriormente se realiza la sueroneutralización 
'rente a cada uno de los 9 serotipos, sobre tapices celulares 
n microplacas de 96 pocilios. El antisuero que neutraliza la 
nfección del tapiz con sobrenadante de los cultivos con ECP es 
1 que corresponde al del virus causante del brote, que en el 
aso nuestro fue del serotipo 4.
En la observación al ME de los sobrenadantes de cultivos 
on ECP por tinción negativa, se detectaron partículas víricas 
Lisiadas o formando pequeños grupos, cuya morfología correspon­
da a la de los virus del género Orbivirus. Para obtener mayor 
oncentración de partículas víricas, se realizó la IME en fase 
;ólida sobre la rejilla frente a los 9 serotipos. En la rejilla
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recubierta con antisuero tipo 4 se observó una concentración 
alta de partículas víricas, formando pequeños grupos. Estas 
partículas tienen parcialmente enmascarada su morfología y es­
tán unidas entre sí por puentes de anticuerpos, indicando la 
positividad de la inmunoreacción. La observación de los inmuno 
complejos formados previamente, al mezclar sobrenadante de cul 
tivos con ECP y antisuero tipo 4, pone de manifiesto la presen 
cia de grupos de virus incluidos en una matriz de anticuerpos. 
En ocasiones, se incluyen en estos inmunocomplejos unos túbulos 
celulares alargados que están asociados a las áreas de replica- 
ción vírica en el citoplasma celular.
La realización de un diagnóstico rápido y seguro es fun­
damental para controlar la difusión de esta enfermedad. La ME- 
IME puede mejorar en rapidez a la sueroneutralización, pero es­
tá superada por la técnica ELISA para detección de antígeno o 
anticuerpos, desarrollada recientemente. En definitiva, consi­
deramos que la ME es técnica válida para detectar y tipificar 
el virus de la PEA y de utilidad para resolver casos dudosos de 
diagnósticos obtenidos por otras técnicas.
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ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DE LA BARRERA HEMATOTIHICA: CELULAS EPIT ELIORETICULARES Y
MACROFAGOS COMO RESPONSABLES DE LA INMJNOCOMPETENCIA DE LOS LINFOCITOS T.
J. Ruiz-Sánchez, F.'Marín-Girón, F. Ojeda-Barceló, V. Puyet-Salto.
Biología Celular y Genética.
Facultad de Ciencias, Universidad de Málaga.
Introducción: La barrera hematotímica es una especialización de la red tridimensional de las 
células epitelioreticulares que son responsables de crear el adecuado raicroambiente para la 
maduración de los linfocitos T. Estas células epitelioreticulares, ricamente organizadas. 
Forman una vaina que rodea externamente a la pared endotelial de los vasos sanguíneos (Clark, 
1963; Raviola y Karnowsky, 1972). Esta vaina celular continua, sólo se interrumpe en aquellas 
zonas perivasculares en las que el endotelio, con su membrana basal, contacta directamente 
con el citoplasma de células típicamente macrofágicas.
Material y Métodos: Se ha estudiado a microscopía tanto óptica, especialmente en cortes semi- 
finos, como electrónica, el timo de perros Beagle desde estadios muy primitivos del desarrollo 
prenatal, hasta etapas perinatales.
Para microscopía óptica, se empleó como fijador una mezcla de alcohol y formol con glu­
cosa isotónica. Se incluyeron los bloques en metacrilato y los cortes histológicos obtenidos, 
de 3 pm de grosor, se tiñieron con Giensa.
Los bloques para microscopía electrónica, previa fijación con glutaraldehído y tetróxido 
de osmio, se incluyeron en Araldita. Los cortes semifinos, de 0,5 pin, se tiñieron con Hema- 
toxilina de Richardson.
Resultados y Discusión: Dado que es conocido que los prolinfocitos penetran en el timo a 
nivel de las partes más superficiales de la corteza y salen al torrente sanguíneo en las 
-egiones medulares convertidos en linfocitos T o inmunocompetentes, las únicas estructuras 
que pueden ser responsables de la maduración de los prolinfocitos o, lo que es igual, de rea 
1 izar la dotación específica de los receptores o antígenos de superficie, que los caracterizan 
:omo linfocitos T, son las células epitelioreticulares y los macrófagos.
Los núcleos de las células epitelioreticulares son grandes, de perfil irregular, mos­
trando la cromatina finamente granular y difusa, algo adherida a la membrana nuclear. En el 
:itoplasma de estas células, se encuentran varios tipos de inclusiones, algunas de material 
tenso identificado como glucógeno; las formaciones vacuolares, con un material amorfo en su 
interior formando mucopolisacáridos. Este material, una vez procesado por estas células, 
)ueden servir como sustrato para la formación de los antígenos de superficie de los linfoci- 
:os T, algunos de ellos bastante complejos, formados por proteínas específicas dotadas o no 
le grupos glico.
La barrera de células epitelioreticulares sólo está ausente en aquellas zonas en que 
los vasos contactan directamente con el citoplasma de células macrofágicas, lo que creemos 
puede tener una gran significación morfofuncional, dado que es conocido que en muchos procesos 
inmunitarios, y de forma especial durante la formación del sistema inmunitario del individuo, 
estas células captan todo tipo de partículas antigénicas, procesando y seleccionando este 
material, para presentárselo posteriormente a los linfocitos. Por tanto, estos macrófagos 
presentes en el timo deben participar en la incorporación de receptores por parte de los lin­
focitos T.
Fig. 1 Corte ultrafino de un feto de 40 días. Se observa un capilar que tiene una célula 
blástica en su haz, rodeado por 3 células epite-lioreticulares (CER). Estas células presentan, 
en el citoplasma, numerosas granulaciones oscuras ( ). Forman una capa continua alrededor 
del capilar, contactando entre sí por medio de desmosomas. x7000.
F ig. 2 Corte ultrafino de feto de perro de 52 días. Se observa un capilar envuelto par­
cialmente por células epitelioreticulares (CER), ya que también está en contacto con el cito­
plasma de un macrófago (M) de gran tamaño. x4000.
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EXPRESION Y DISTRIBUCION DEL RECEPTOR FcRIII (CD16) SOBRE LA 
SUPERFICIE DE GRANULOCITOS HUMANOS. Estudio con ¡nmunomicroscopía 
electrónica de barrido.
Sánchez Arcos, E.*, Fernández-Segura, E., García López, JM., Campos, A. 
‘Servicio de Hematología. C. S. Virgen de las Nieves. Granada.
Departamento de Histología y Biología Celular. Facultad de Medicina. 
Universidad de Granada.
itroducción:
FcRIII es un receptor de baja afinidad para la Fe de inmunocomplejos IgG, que 
se expresa preferencialmente sobre polimorfonucleares neutrófllos (PMN) y 
células natural killer (1). FcRIII ha sido implicado en fenómenos de inmuno- 
adherencia, fagocitosis y liberación de enzimas lisosomiales (2). Recientemente, 
el nivel de expresión y el patrón distribución del FcRIII sobre la superficie 
celular ha sido correlacionado con la actividad funcional de PMNs humanos (3). 
El objetivo del presente estudio es analizar la expresión y distribución del 
receptor FcRIII sobre PMNs humanos mediante inmunomicroscopía electrónica 
de barrido.
aferial y Métodos:
PMNs son aislados a partir de sangre periférica humana mediante 
fraccionamiento en gradientes de densidad de Ficoll-Paque -d: 1.077 g/ml-. 
PMNs fueron inmunomarcados mediante un método de inmuno oro-coloidal 
ndirecto. Como primer anticuerpo, utilizamos el anticuerpo monoclonal (AcMo) 
murino GRM1 (CD16) que reconoce un epítopo de la molécula CD16 (FcRIII). 
Domo segundo anticuerpo utilizamos una inmunoglobulina IgG anti-ratón 
marcada con partículas de oro-coloidal de 40 nm (Auroprobe EMGAMIgG G40).
¡sultados y Discusión.-
En el presente estudio analizamos la expresión y distribución de la molécula 
CD16 sobre la superficie de leucocitos polimorfonucleares neutrófilos. Las 
células PMN CD16* son visualizadas mediante el modo BEI del microscopio 
electrónico de barrido. La evaluación cuantitativa, tras la fijación con 
glutaraldehido, muestra un alto nivel de expresión del receptor FcRIII 
'x=228.70±77.30) sobre la superficie de PMNs humanos (Fig. 1)., Estudios 
Drevios, por el contrario, han demostrado que las células NK CD16+ humanas 
muestran un nivel de expresión moderado/intermedio de la molécula CD16 
'FcRIII) (2, 4). Las células PMN CD16+ cuando son observadas mediante 
electrones secundarios (SEI) muestran una morfología de superficie 
caracterizada por marcadores morfológicos tipo cresta y escasos microvillis. 
Diferentes estudios mediante microscopía electrónica de barrido han
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correlacionado dicho fenotipo morfológico con elementos maduros de la serie 
granulocítica (5). La combinación de imágenes BEI y SEI ha puesto de 
manifiesto en nuestro estudio que el receptor FcRIII se distribuye 
preferencialmente sobre las crestas. Estos indicios sugieren la existencia de 
dominios específicos para el receptor FcRIII sobre la superficie de PMNs 
humanos.
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4) Fernández-Segura, García JM, Gutiérrez, A. Campos A. Proceedings Xllth 
International Congress for Electron Microscopy. Adv Biol Sci 1990, 3:866.
5) Allen TD, Dexter TM. Differentiation 1982, 21:86.
1 5 8
STUDIO COMPARADO CON MEB EN LA TALASEMIA MAJOR Y MI ÑOR
anchez Arcos, E.*, García López, JM., Sánchez-Quevedo, MC., López Escámez 
Campos Muñoz, A.
Servicio de Hematología. Ciudad Sanitaria Virgen de las Nieves. Granada 
epartamento de Histología y Biología Celular. Facultad de Medicina, 
niversidad de Granada. 18071 Granada.
itroducción: La microscopía electrónica de barrido (MEB) aplicada al estudio 
e la biopatología de las células sanguíneas ha contribuido a sistematizar con 
n mejor grado de exactitud la información relativa a los tipos morfológicos 
cortados por la microscopía óptica (1, 2). En relación con los tipos 
“itrocíticos existe además la posibilidad de correlacionar dichos datos con el 
>tado funcional de los glóbulos rojos (3). En la presente comunicación 
ializamos un estudio comparado con MEB de los elementos erltrocíticos en la 
tlasemia major (TM) y minor (Tm).
aterial y Métodos: Sangre procedente de enfermos diagnósticados de talasemia 
ajor y minor se fija en suspensión con glutaraldehido al 2.5X en tampón 
isfato. Se deposita una gota de sangre sobre un cubreobjetos recubierto con 
ol i—L—I i si na, se deshidrata en acetonas crecientes, se deseca con punto crítico 
finalmente se montan y metalizan con oro. La observación fue realizada en 
i microscopio electrónico de barrido Philips SEM 505 a 20 kV, a una 
clinación de 15 y un tamaño de spot de 50 nm. Durante la observación se 
saliza la tipificación morfológica y morfométrica de 100 eritrocitos
multados y Discusión: Los resultados permiten comprobar variaciones 
gnificativas entre ambos procesos fundamentalmente en discopitos (D), 
.tomatocitos (S), codocitos (C), torocitos (T) y esquizocitos (Es) como queda 
>fleJado en la figura 1 en la cual se muestran los porcentajes de los elementos 
is significativos. Nuestros resultados ponen de relieve en primer lugar la 
■esencia de esquizocitos y kinozocitos (Ki) en elevado porcentaje en la TM 
¡specto a la Tm. Dicha presencia asi como el incremento relativo de 
itomatocitos, codocitos y leptocitos (L) se correlaciona con la disminución de 
scocitos en la TM. El patrón microscópico con MEB permite comprobar como 
i la TM se incrementa la transformación discocítica-estomatocítica respecto 
i la Tm y de los valores control (4, 5). Dicha transformación ha sido puesta
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de relieve en distintas situaciones patológicas (4, 5, 6, 7) y parece estar 
relacionada con modificaciones significativas a nivel de la monocapa interna 
de la membrana eritrocítica (8). El elevado porcentaje de esquizocitos debe 
relacionarse con el índice de hemolisis presente en este tipo de pacientes.
Bibliografía:
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6) García, J.M. et al. Histol. Med., 2:17-22, 1986.
7) Michan, A.L. et al. J. Int. Med, 228 (S733):46, 1990.
8) Beck, J.J. J. Theor. Biol., 75:487-501, 1978.
1 0 0  — i
1 6 0
CITOLOGIA PERITONF.AL EN PATOLOGIA GINECOLOGICA (M. Optico y M. Scanning)
F. Sánchez Garrido, J. Botella Llusiá, F. Aguilera Cortés,
L. M. Gómez Ariza.
Cátedra de Ginecología y Obstetricia.
Hospital Clínico. Facultad de Medicina. Universidad de Málaga, 
itroducción:
Hemos estudiado por microcopía óptica y microscopía de scanning (MEB)
el exudado peritoneal localizado en el fondo de saco de Douglas, 
observando correlación entre las características de las células 
obtenidas y la patología ginecológica presente.
Material y Métodos: Aprovechando laparotomías ginecológicas realizamos un
aspirado del líquido peritoneal. Se le añade heparina al 1% para evitar 
su coagulación y lo centrifugamos 1S min. a P000 r.p.m. F1 sedimento se 
extiende en un porta, se fija con alcohol y se tiñe según la modifica­
ción de Montalvo a la técnica de Papanicolau para el estudio por 
vi. Optico, por el contrario, la muestra a estudiar por MFB se fija con 
glutaraldehído, pasa por tampón y diversos alcoholes de gradación
creciente, se lleva a punto crítico y se metaliza con oro. 
esultados y Discusión:
Las características de las células encontradas en el líquido 
peritoneal se corresponden con la patología ginecológica.
Es interesante señalar el hecho de que en tumores malignos de 
cvario, aparentemente ínt;egrosf se demuestra la presencia de grupos 
celulares vitales y con características malignas. La Microscopía 
de Scanning ofrece nuevos detalles en los fenómenos de superficie 
ie éstas células tumorales.
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PRIMERA APARICION DE MIOFILAMENTOS GRUESOS 
EN LOS MIOBLASTOS DE EMBRION DE POLLO.
Toledo Lobo.M.V..Martínez Alonso,F.J.,
Martínez Cuadrado,G. y González Santander,R.
"Ciencias Morfológicas y Cirugia".Cátedra de Histología. 
Facultad de Medicina.Universidad de Alcalá de Henares.
roducción: La síntesis de las moléculas de miosina y la aparición de los primeros filanen- 
3 gruesos ha sido objeto de numerosas investigaciones . Según los estudios "in vitro" , la 
asina es sintetizada ai los miotubos , después de la fusión de los mioblastos (DEVLIN and 
JSCN , 1979).Sin embargo,los estudios "in vivo" demuestran la existencia de filamentos 
lesos ai los mioblastos antes de su fusión (TCMANEK, 1977).Por otro lado, si bien para al­
tos autores los primeros miofilamentos finos y gruesos aparecen simultáneamente (PRZYBYLSKI 
'£) .otros opinan que aparecen antes los filamentos finos que los gruesos (HUDGSQN , 1970). 
i objeto de aclarar estas y otras cuestienes,hemos estudiado al microscopio electrónico de 
inanision los mioblastos que integran el miotemo braquial del embrión de pollo de los esta- 
s 17 al 20 de HAMBURGER y HAMILTON (1951).
iterial y Métodos-.
Varias series de embriones de pollo de los estadios 17 al 20 de HAM- 
RGER y HAMILTON se extrajeron en líquido Ringer y se fijaron en glutaral- 
hido al 3% durante tres horas.Se diseccionaron piezas que comprendían : 
tubo neural, la notocorda y los somitos braquiales.Estas piezas fueron 
stfijadas en ácido ósmico al 1% durante hora y media.Teñidas con acetato 
uranilo al 2%, se incluyeron en araldita (GONZALEZ SANTANDER, 1969). Se 
zieron cortes semifinos que se tiñeron con azul de toluidina, cortes ul- 
afinos que fueron teñidos con citrato de plomo y observados al microsco- 
d electrónico de transmisión.
ultodos y Discusión: Según nuestras observaciones ,1a primera aparición de los miofila - 
itos gruesos,que se produce en el estadio 18 de HAMBURCER y HAMILTCN, presenta marcadas di- 
'encias con respecto a la aparición de los primeros miofilamentos finos, que se produce en 
adiós anteriores.Cuando ya existe una notable cantidad de miofilamentos finos, se observan 
; primeros miofilamentos gruesos, mqy electrodensos, los cuales,conforme aparecen ,se van 
upando perfectamente ordenados en paralelo, integrando pequeños acúnulos . No hemos encon- 
do filamentos gruesos libres en el citoplasma.Dichos acúmulos se localizan en la perife- 
i celular próximos al sarcolema.en áreas densas del citoplasma, con abundantes ribosemas y 
irribosemas, mientras que los miofilamentos finos aparecen en áreas claras dispersas por 
citoplasma.Estas áreas contienen escasos ribosemas en contraste con el citoplasma circuir­
te, que los posee en abundancia,y en su interior los miofilamentos finos se disponen al 
r
Hemos encentrado grandes polirribosemas de morfología helicoidal,ai relación de proximi- 
con los acúnulos de miofilamentos gruesos. Algunos autores relacionan estos pol irribosemas
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coi la síntesis de las cadenas pesadas de las moléculas de miosina (NA'IHAN50N,1989).
Si bien en un principio no se observa relación alguna entre ambos tipos de miof i lamente 
si se relacionan ai un lapso breve de tiempo, a medida que los miof i lamentos gruesos que inte 
gran los acúrulcs amientan en ronero y longitud. Hemos encentrado grupos de miof i lamentos gn 
sos integrados por un pequeño número de filamentos entre los cuales no se observan miof i lame 
tos finos,y otros acúnulos formados por filamentos gruesos mas numerosos y de mayor lcngitu 
entre los cuales comienzan a observarse algunos filamentos finos,que penetran por los extre 
mos de los paquetes de miofilamentos gruesos a través de los espacios libres existentes en ti 
estos últimos.La distancia media entre los filamentos gruesos en el seno de estos acúnulos 
19-22 nm, es aproximadamente la mitad de la que presenta en la sarcánera del adulto,42-45 nr
Los primeros filamentos gruesos presentan un diámetro medio de 13.6 nm,similar al qm 
presentan dichos miofilamentos en el músculo esquelético del adulto (HÜXLEY, 1963).Sin embar? 
la longitud que presentan en las imágenes obtenidas es rnqy variable,encontrando incluso rnú 
filamentos de longitud inferior a los 150-160 nm que presenta la molécula de miosina.La int 
pretacion de estos datos está siendo objeto de investigación en nuestro departamento.
En base a nuestras observaciones,se plantea cono hipótesis la posibilidad de que esto 
primeros acúnalos de miofilamentos gruesos sean el esqueleto sobre el cual se interdigian L 
miofilamentos finos para formar el esbozo de la sarccmera.
Bibliografía: HUXLEY.H.E. ;J. Mol.Biol. 7:281-306 (1963). PHZYBYLEKI.R.J. et al;Lab.Invest. 1! 
836-862 (1966). GONZALEZ SANTANDER,R. (ed) Aguilar Madrid (1969). TCMANEK.R.J. et al;Am.J.Ai 
149:227-246 (1977). Devlin,R.B. and EMERSON C. P.; Dev.Biol. 69:202-216 (1979). NATHANSCN M 
Intem. Rev. Citol. 116:89-164 (1989).
Fig. 1 Mioblasto. Primeros miofilamentos gruesos.
Fig. 2 Mioblasto. Miofilamentos finos interdigitados entre los miofilamentos gruesos.
A Miofilamentos finos.. M Miofilamentos gruesos. Me Membrana citoplasma tica.
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VESICULAS DE CONTENIDO ELECTRODENSO EN LOS 
MIOBLASTOS DEL MIOTOMO DE EMBRION DE POLLO.
Toledo Lobo.M.V.,Martínez Alonso,F.J.
Martines Cuadrado,G. y González Santander,R.
"Ciencias Morfológicas y Cirugia".Cátedra de Histología. 
Facultad de Medicina.Universidad de Alcalá de Henares.
Introducción:
El metabolismo de las células precursoras del músculo estriado, rai oblas tos y miocardioci- 
tos,permanece desconocido en su mayor parte . Las más recientes investigaciones están demos­
trando en los miocardiocitos una función endocrina que podría influir en la maduración de los 
mecanismos reguladores cardiovasculares.Esta función endocrina del corazón embrionario de ma­
míferos se verifica mediante la síntesis,almacenamiento en vesículas especificas y secreción 
de peptido natriuretico (BOLD,1961;CATIN y CB^EST,1985).Teniendo caro precedente la demostra­
da función secretora y endocrina del músculo cardiaco embrionario , el descubrimiento de un 
nuevo tipo de vesicula.de especiales características,en los mioblastos del miotcro braquial 
del embricn de pollo,nos mueve a estudiar estas células bajo una nueva perspectiva.
Material y Métodos:
Varias series de embriones de pollo de los estadios 17 al 20 de HAM- 
BURGER Y HAMILTON se extrajeron en líquido Ringer y se fijaron en glutaral- 
dehido al 3% durante tres horas.Se diseccionaron piezas que comprendían : 
el tubo neural, la notocorda y los somitos braquiales .Estas piezas fueron 
postfijadas en ácido ósmico al 1% durante hora y media.Teñidas con acetato 
de uranilo al 2%, se incluyeron en araldita (GONZALEZ SANTANDER, 1969). Se 
hicieron cortes semifinos que se tiñeron con azul de toluidina ,cortes ul- 
trafinos que fueron teñidos con citrato de plomo y observados al microsco­
pio electrónico de transmisión.
Resultados y Discusión: En los embriones de pollo de los estadios 17 al 20 de HAMBURGER y HA- 
■MILTON estudiados, el miotcmo braquial está formado por una lámina celular clara de tres a 
cinco mioblastos de espesor,agripados en forma de empalizada.Dispersas en el sarcoplasma de 
estos mioblastos,hemos encontrado'‘vesículas'1 caracterizadas por presentar un contenido elec- 
trodenso,ligeramente separado de la membrana que lo rodea.Esta separación del contenido os- 
miófilo respecto a la membrana de la vesícula deja un halo claro entre ambas estr\jcturas.Di­
chas vesículas presentan una forma redondeada u ovalada,ccn un tamaño que oscila entre 0.08 
y 0.2 riyU de diámetro.El contenido electrodenso de las vesículas parece homogéneo a bajos 
aumentos.Sin embargo a grandes aumentos su contenido está formado por gránulas osmiófilos in­
mersos en un área densa.Estas vesículas se encuentran ccn cierta frecuencia próximas al retí­
culo endoplasmico rugoso.Por otro lado,hemos encontrado en el interior del R.E.R. algunas es­
tructuras electrodensas que recuerdan el contenido de las vesículas,y hemos observado como 
estas vesículas parecen desprenderse de las membranas del R.E.R.
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También se localizan frecuentemente cerca del sarcolema y,en algunos casos,intimamente 
asociadas a la membrana plasmática, lo cual sugiere que el material que contienen las vesícu­
las puede sufrir posteriormente su exocitosis al espacio intercelular,aunque esto no ha sido 
observado claramente.Se plantea cano hipótesis la posibilidad de que el contenido de estas 
vesículas se sintetice y acumule en el R.E.R.,del cual se desprendería más tarde ai vesículas 
ya formadas,para su posterior exocitosis.
Por su tamaño y morfología las vesículas podrían ser similares a las descritas ai otras 
células,como las observadas ai miocardiocitos,que contienen peptido natriurético (VENANCE and 
PAN3, 1989),aunque estas ultimas se describan en relación con la cara de maduración del Golgi 
mientras que en los mioblastos nosotros no hemos podido confirmar esta relación. También po­
drían Ser similares a las vesículas de catecolaminas de la médula adranal (GONZALEZ SANTANDER 
1965).Las vesículas descritas en mioblastos por otro6 autores (WA1XER, 1975 ;TCMANEK, 1977 )y que 
están implicadas en funciones relacionadas con la maduración del tejido muscular, tales cano 
la formación del retículo sarcoplásmico,son morfológicamente distintas a las descritas por 
nuestro grupo.
Considerando la demostrada fUnción secretora del músculo cardiaco embrionario,el hallaz­
go de vesículas de especiales características en los mioblastos del miotcmo,induce a pensar 
que estas células podrían,al igual que los miocardiocitos,no solo tener la función de madura­
ción del tejido muscular estriado,sino también una fUnción secretora no descrita hasta el 
manen to.
Bibliografía: GONZALEZ SANTANDER,R. ;Trab.Inst.Cajal T.LVII:281-301 (1965) .GONZALEZ SANTANDER, 
Rjíed.) Aguilar.Madrid-(1969). WALKER.S.M.; J. Nbrph. 147:459-474 (1975). TCMANEK.R.J. et al 
Am. J. Arnat. 149:227-246 (1977). BOLD.A.J.; Life. Sci. 28:89-64 (1961). CANTEN M. and GENEST 
Endocr. Rev. 6:107-127 (1985). VENANCE,S.L.and PANG,S.C.;Histol.Histopath. 4:325-333 (1989). 
Fig. 1 Mioblasto. Vesícula de contenido electrodenso.
Fig. 2 Mioblasto. Vesícula próxima al retículo endoplásmico rugoso.
Ve Vesícula .RE Retículo endoplásmico rugoso . N Núcleo .Me Membrana citoplaanática.
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TRASTORNO OCUPACIONAL INDUCIDO POR LA INHALACION DE COBAL­
TO. ESTUDIO DEL FLUIDO DEL LAVADO BRONCOALVEOLAR (BAL)
J.M.Tura1, C.Xaus1 A.Xaubet2, A.Traveria1, M.D.de
Castellar1, J.Sauló , C.Picado2, C.Agustí2.
1Lab.Téc.Fís.Anal., ITQT, CSIC. J.Girona Salgado, 18. 
08034-Barcelona. 2Serv.Pneumologia, Hosp.Clínic.
Barcelona.
ntroducción. La exposición de trabajadores al polvo producido 
lurante el proceso de afilado de herramientas de metal duro, 
:on muelas de corindón, provoca un trastorno pulmonar inters- 
:icial. La inhalación de partículas de cobalto metálico se ha 
lemostrado que es tóxica. La utilización conjunta de técnicas 
le lavado broncoalveolar (BAL) y técnicas físicas de microaná- 
.isis tales como XPS/ESCA o SEM/EDX permiten establecer un diag- 
íóstico seguro incluso a nivel de cantidades muy pequeñas de 
articulas metálicas. Se estudia un caso clínico de inhalaciór 
le partículas de Co metálico.
laterial v métodos. Paciente que trabaja en industria de afilado de 
letales duros con muelas de corindón, afectado de tos y expec- 
:oración. El microscopio óptico revela en la biopsia transbron- 
[uial pequeños acúmulos de pigmentos oscuros. Con el líquido de] 
JAL, previa digestión para eliminar restos celulares, se prac- 
:ica la determinación de metales mediante la técnica XPS/ ESC7 
> espectroscopia de fotoelectrones excitados por rayos x. 
isimismo se aplica la misma analítica a una porción de herra- 
\ienta del metal duro de cobalto y tungsteno, y a la muela di 
:orindón. Se analiza también una porción de la biopsia trans- 
ironquial con SEM y EDX.
esultados v discusión. El diagrama ESCA correspondiente a la muel¿ 
le corindón (A120̂ ) indica la presencia de Al (Fig.lA). El dia- 
frama correspondiente a la pieza de metal duro de las que afi- 
.ava el paciente (Fig.lB) muestra claramente los picos fotoelec- 
irónicos principales del Co y del W, así como las transiciones 
iuger LMM del Co. El diagrama correspondiente al líquido proce- 
lente del BAL (Fig.lC) presenta los picos principales del Co (O 
:p3/2 1/2) así como la transición Auger de este elemento; en 1. 
;ona' espectral de baja energía de enlace puede apreciarse e 
>ico del tungsteno (W d5/2) además del pico correspondiente a 
l1; se observan también los elementos habituales de los tejido 
lumanos tales como N, 0, C, P, Na, Mg, Ca y Si. 
ia biopsia transbronquial se examinó con SEM y EDX, no pudiéndo 
;e confirmar la presencia de Co en el corte analizado, ni tampo
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co lograron observarse los acúmulos de pigmento oscuro previamen­
te detectados en los cortes de microscopía óptica (Fig.2).
De los elementos químicos determinados por análisis XPS/ESCA er 
la extracción BAL, debe prestarse atención al Co y al W que, 
evidentemente, no pueden provenir más que del polvo aspiradc 
procedente de las herramientas de metal duro afiladas ya que sor 
los elementos constitutivos de este material.
En principio puede parecer paradójico que la intensidad del picc 
del Co sea del mismo orden que la del W, teniendo en cuenta que 
en la composición original la concentración del tungsteno es de] 
orden de seis veces superior a la del cobalto. Debe de conside­
rarse que el Co ejerce de ligando y por consiguiente su tendencic 
es situarse en la superficie, constituyendo un verdadero recubri­
miento.
Los resultados de ESCA del líquido BAL han permitido establecer 
un buen diagnóstico y han evitado el practicar una biopsia pul­
monar abierta. Al paciente se le recomendó únicamente trabajar 
protegido con una mascarilla y, pasados cuatro meses, dicho indi­
viduo se había recuperado.
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ESTIMACION DE PARAMETROS ESTEREOLOGICOS EN LOS SIMBIONTES DE 
DOS LIQUENES PERTENECIENTES A LA FAMILIA U M B I L I C A R I A C E A E .
F. VALLADARES & C. ASCASO.
Centro de Ciencias Medioambientales. C.S.I.C. Serrano 115 
bis 28006-Madrid.
Introducción.- El estudio ultraestructural de los simbiontes liquónlcos ha 
sido tradlcionalmente abordado desde un punto de vista 
descriptivo y cualitativo (1, 2). La cuantlf1cac1ón de orgánulos y
estructuras celulares en liqúenes se enfrenta, en la actualidad, no sólo 
con una escasez de estudios preliminares que permitan acotar la 
variabilidad de ciertos parámetros estereológlcos (como las densidades 
de volumen, Vv, y de superficie, Sv), sino también con la necesidad de 
poner a punto el método de muestreo y medida (3). En el presente trabajo 
se discuten algunos sesgos que pueden Introducir dos métodos distintos 
de muestreo y se aporta Información cuantitativa sobre la ultraestruc- 
tura del micoblonte y del fotoblonte de dos liqúenes pertenecientes a la 
familia Umbi 1 i c a r i a c e a e .
Material y Métodos:
Cuatro talos de cada uno de los liqúenes seleccionados 
para el presente estudio, L a s a n  i  a  h i s p á n i c a  (Frey) Sancho & Crespo y 
U m b i1 i c a r i a  s p o d o c h ro a  var. c a r p e t a n a  prov., fueron recolectados y 
procesados para mlcroscopia electrónica de transmisión (3). Se
realizaron 60 fotografías de la capa ' algal de cada talo mediante 
muestreo sistemático por campos. A partir de las fotografias obtenidas 
se calcularon las densidades de volumen (Vv) y de superficie (Sv) del 
protoplasma respecto a la célula total y de los orgánulos Intracelulares 
respecto al protoplasma, tanto para el fotoblonte como para el 
micoblonte de la capa algal.
Resultados y Discusión: La estimación de los parámetros Vv y Sv es sensible al
método de muestreo, especialmente cuando las células 
son Irregulares y se hallan dispuestas en capas heterogéneas y 
anlsotrópicas como en el caso de los pseudotejldos de los liqúenes 
heterómeros. El muestreo sistemático de campos fotográficos dentro de 
estas capas asegura una representación estadísticamente Insesgada de 
todos los tipos y tamaños celulares, pero s1 debido al tamaño de estos 
campos un porcentaje considerable de las células resultan seccionadas, 
se obtiene una subestimación de los valores de Svprotopiaama.céiuia y, de 
Svcioropiaato,protoplasma. Por el contrario, el muestreo al azar de 
células completas, que no conlleva una subestimación de los citados 
parámetros, presenta una importante sobrestlmadón de los valores de
VVprotop1 asma.célula y de VVc1 orop1 aato,protop1 asma, debida 3 la eSC3Sa
representación que con este método suele obtenerse de secciones pequeñas 
o casquetes celulares con muy poco protoplasma.
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Los resultados obtenidos Indican que los valores de Vv de ciertas 
estructuras y orgánulos podrían ser característicos para los simbiontes 
de cada uno de los liqúenes estudiados. En el fotoblonte hemos en­
contrado Importantes diferencias 1nterespecíf1cas en las densidades de 
volumen de cuatro estructuras celulares: 1,
Vveatroma + tiiacoides,protoPiasaa, mayor en U. s. carpetana (80%) que en 
L.hispánica (63%); 2, Vvpirenoide.cioropiaeto, mayor en L.hispánica
(12.5%) que en U. s. carpetana (6.9%); 3, VvBitocondria,protopia««a, mayor 
en L.hispánica con un valor medio (3.5%) casi dos veces superior al de 
U.s.carpetana; 4, Vvnuciao.protopiasma, también mayor en L.hispánica 
(4.2% frente a 0.7%). Asimismo, parecen existir tendencias propias para 
cada una de las especies en tres estructuras celulares del mlcoblonte:
1, VVvacuolaa.protopla ama, mayor en L.hispánica (31.1% frente a 17.1%);
2, VVl1 p 1 d o a ,p r o t o p 1 asna , mayor en U.s. carpetana (4.6% frente a 2.5%);
3, Vvcuarpos concantr1coa, protopi asía, mayor en U. s.carpetana (2.3% 
frente a 1.6%). S1n embargo, la Vvprotop 1 asna .célula presenta valores 
similares entre los fotoblontes de ambas especies y lo mismo sucede para
IOS Valores de VVprotoplasaa,célula y de VVa1tocondr1 a,protopTaaaa de
los respectivos mlcoblontes. Los cuerpos de reserva lipidíeos de ambos 
simbiontes y el almidón del fotoblonte presentan grandes variaciones In­
ter e 1ntratal1nas, s1 bien en los tres casos los mayores valores de Vv 
se han registrado en U.s.carpetana.
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Micrografías del lico- 
bionte (A) j del foto- 
bionte (B) de U s i l l i i  
hispmicá. c: cuerpos 
concéntricos; el: cloro- 
plasto; i: «itocondria; 
n: núcleo; p: pirenoide; 
v: vacuola, Barra = lpa.
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ESTUDIO DE LOS CONECTORES VITRIFICADOS DEL BACTERIOFAGO T3 MEDIANTE
CRIOMICROSCOPIA ELECTRONICA
J.M. Valpucsta , Hisao Fujisawa y J.L. Carrascosa
Centro  de B iología  M olecular. Universidad A utónom a de Madrid.
28049. Madrid.
Introducción:
El c o n c c to r  del b ac te r ió fag o  T3 , c o m p u e s to  po r  12 su b u n id a d e s  d e  la 
p ro te ína  g p 8 , tiñe una función im portante  en la m orfogénes is  de la cápsida  
viral y en la translocación del ADN del y al interior de la cápsida (1). En esta 
ú lt im a función  parece  tener  un papel fundam enta l el f ragm ento  N- y /o  el 
C - te rm ina l ,  ya que la e lim inac ión  de esos dos  f ragm en tos  por p ro tcó lis is  
im pide la unión  del ADN al conec to r  (2). Se ha u t i l izado  la técn ica  de 
v i tr if icac ión  en espec ím enes  c r is ta l inos  del co n ec to r  de T3 en con junc ión  
con c r io m ic ro sc o p ía  e lec tró n ica  y p ro cesam ien to  d ig ita l  de im ágenes  para 
detec tar  el posib le  lugar de interacción del conector con el ADN.
Material y Métodos:
La purif icac ión  y c ris ta lización  del conec to r  T3 se ha descr ito  en (3). La 
p reparación  de las m uestras  v itr if icadas se ha rea lizado según (4), excepto  
que las re jillas  no tenían soporte de carbón y sí unos grandes "holey films" 
necesarios para en focar  bajo el sis tem a de m ín im a dosis. La d ig ita lización  y 
el p rocesam iento  de imágenes se realizó según se describe en (3).
Resultados y Discusión:
La determ inación  de la es tructura  tr idimensional del conec to r  del fago T3 se 
h a  r e a l i z a d o  p r e v i a m e n t e  c o n  e s p e c í m e n e s  c r i s t a l i n o s  t e ñ i d o s  
n e g a t iv a m e n te  (3 ,5)  Sin e m b arg o ,  ex is te  la p o s ib i l id ad  de in d u cc ió n  de 
artefactos  por parte del acetato de uranilo  usado en la tinción. Es por ello 
que se dec id ió  la u ti l izac ión  de e spec ím enes  v itr if icados  para  c o n f irm ar  o 
no los re su l tad o s  o b ten id o s  an te r io rm en te .  A dem ás el hecho  de o b tene r  
crista les de conectores proteolizados a los que el ADN no se une nos permite 
co n o c e r ,  aunque  sea a baja re so luc ión , el pun to  de unión  del A D N  al 
concc to r.  Esto  se puede co n seg u ir  me d ian te  un m apa  d ife renc ia l  de los 
cr is ta les  de conec to res  in tactos frente a los pro teo lizados . El m ism o m apa 
d ife renc ia l  con los e sp ec ím en es  teñ idos  n eg a tivam en te  no es  e s tr ic tam en te  
un m apa de  la d ife renc ia  de m asas sino de tinción. La f ig . l  represen ta  la
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p ro y ecc ió n  del c o n e c to r  sin p ro te o l iz a r  p rep a rad o  m ed ian te  v i tr if icac ión .  
La f ig .2  m u e s t ra  la p ro y e c c ió n  del c o n e c to r  p ro te o l i z a d o ,  que  no 
interacciona con el ADN, y la Fig.3 muestra el mapa diferencial del conector 
sin p ro te o l iz a r  fren te  al p ro teo lizado .  En este  caso  se o b se rv a  que las 
d ife renc ias  de masa se encuentran  en una zona alrededor del canal, lo cual 
parece lógico si se tiene en cuenta que el ADN debe atravesar el canal.
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EVOLUCION DEL CITORRETICULO EN EL BAZO DE Dicentrarchus labrax (L.) - ESTUDIO 
ULTRAESTRUCTURAL.
VILLENA, M.I.; AVILES-TRIGUEROS, H.; NAVARRO, V.; QUESADA, J. y AGULLEIRO, B. 
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR 
FACULTAD DE BIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE MURCIA. MURCIA.
ntroducción:
in escasos los trabajos sobre la histogénesis del bazo en peces teleósteos, sin embargo 
insideramos de interés el conocimiento de los tipos celulares que crean el microambiente 
pecífico en un órgano que, durante el desarrollo embrionario es eritropoiético y en estado 
lulto es típicamente linfoide.
Material y Métodos:
s estudios se han realizado en larvas de lubina (Dicentrarchus labrax L.) de 18, 40 y 60 
as después de la eclosión, procedentes del Centro Costero del Mar Menor, Murcia, y en e 
mplares adultos de 15-18 meses de edad obtenidos de la Planta Experimental de Cultivos 
irinos en San Pedro del Pinatar, Murcia. Las muestras fueron fijadas con glutaraldehido 
U  en tampón cacodilato 0.1 M (pH 7.2-7.4) durante 5h a 4°C, postfijadas en tetraóxido 
osmio al \ X  e incluidas en epon. Secciones ultrafinas fueron contrastadas con acetato de 
añilo y citrato de plomo y examinadas en un microscopio electrónico Zeiss EM 10C.
Resultados y Discusión:
bazo a los 18 dias después de la eclosión es un pequeño órgano encapsulado y relacionado 
m el páncreas y el tracto digestivo (Fig.l). En esta etapa el bazo es casi exclusivamente 
itroide, adquiriendo progresivamente una mayor población linfoide.
i cápsula del bazo embrionario está formada cor una capa de células mesote1 i a 1 es, una 
mbrana oasal y una capa de células reticulares limitantes (Fig.2 y 4). Las células retí- 
lares son aplanadas con procesos citoplasmáti eos que contribuyen a í a formación del cito 
etículo. En el citoplasma aparecen grandes mitocondrias y frecuentes gotas lipídicas en 
i  estadios más tempranos (Fig.2) y en fases posteriores se observan haces de microfila- 
ntos (Fig.4).
citorretIcu1 o está formado por dos tipos de células con largas y delgadas prolongaciones 
top1 asmáticas. El tipo I está caracterizado por contener numerosas gotas lipídicas (Fig.5) 
el tipo II por la presencia de haces de microfi lamentos (Fig.6). Durante la histogénesis
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del órgano, las células tipo II se acumulan en detrimento de las de tipo I. Las células re­
ticulares con abundantes gotas lipídicas contribuyen a la creación del microambiente hema- 
topoiético de acuerdo con lo descrito para aves y mamíferos (Alien y Dexter, 1.976; Sorrel 
y Weiss, 1.980; Alien, 1.981; Quesada y cois., 1.985).
El citorretículo del bazo de ejemplares adultos está formado por células reticulares qu< 
muestran una morfología diferente según su localización, esta diferencia no ha sido descrit. 
en otros teleósteos. Las células reticulares de la pulpa roja son claras con escasos hace 
de microfilamentos (Fig.7). Las células reticulares de la pulpa blanca son estrelladas coi 
largas y delgadas prolongaciones citoplasmáticas. El citoplasma se caracteriza por ser e 
más electronodenso de los componentes celulares del parénquima y por presentar numeroso 
haces-de microfilamentos (Fig.8). Estas células son similares a las descritas por Fulop 
Me M i lian (1.984) en el bazo de Lepomis sp como único componente celular del citorretículo 
Fig.l.Bazo lubina 18 dias después de la eclosión (t).X100
Fig.2.Bazo lubina 18 dias después de la eclosión. Célula reticular limitante (CRL).X5000
Fig.3.Bazo lubina 18 dias después de la eclosión. Célula reticular (CR).X5000
Fig.4. Bazo lubina 40 dias después de la eclosión. Célula reticular limitante (CRL).X5000 
Fig.5.Bazo lubina 40 dias después de la eclosión. Célula reticular tipo I (CR).X6600
Fig.6.Bazo lubina 60 dias después de la eclosión. Célula reticular tipo II (CR).X4300
Fig.7.Célula reticular de la pulpa roja (CR).X6300 
Fig.8.Célula reticular de la pulpa blanca (CR).X4700
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.OCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DEL ENZIMA ALCOHOLDESHIDROGENASA EN OOC1TOS 
IE DROSOPHILA MELANOGASTER.
I. Visa, M.C. Santa-Cruz, J. Fibla*, R. González-Duarte*
Initat de Citología i Histología, Departament de Biología Cel.lular i 
'isiologia, Facultat de Ciéncies, Universitat Autónoma de Barcelona. 
Departament de Genética, Facultat de Biología, Universitat de Barcelona.
Introducción: Ladistribución del enzima alcoholdeshidrogenasa (ADH) en
irosophila ha sido tradicionalmente analizada mediante ensayos bioquímicos e histoquimieos.
;in embargo, la obtención de anticuerpos monoclcnales contra la ADH (1) nos ha permitido apli- 
ar técnicas irmunoc i toqui mi cas para anlizar en detalle la localización tisular del enzima, 
anto a nivel de microscopía óptica (MO) corro electrónica (ME). En el presente trabajo se des- 
ribe la distribución de la ADH en los folículos ováricos de D.melarrogaster y se analiza su 
ocalización ultraestructural en oocitos maduros.
Material y Métodos: La irmunotinción a nivel de MO se realizó sobre criocortes ae 4-6 jm 
le grosor utilizando un anticuerpo monoclonal anti-ADH (1) y un anticuerpo secundario conju- 
ado con peroxidasa. Los distintos tipos de plaquetas vitelinas fueron caracterizados 
odiante tinciones con Fast-Oeen y PAS.
Los estudies morfológicos a nivel ultraestructural se realizaron según técnicas convencí ót­
ales (Figura 1). Para la demostración de ccrrpcnentes glucídicos (Figura 2) se realizó el 
ontrastado descrito per Thiéry (2). Para inminoc i toqui mi ca a nivel de ME se fijaron las 
uestras con paraformal dehí do al 4 % y glutaraldehído al 0.1 % y se obtuvieron cortes ul tra­
íaos mediante crioultramicrotcmía. Se utilizó un anticuerpo secundario conjugado con oro 
oloidal de 10 nm de diámetro (Figura 3).
Resultados y Discusión: Dos resultados obtenidos a nivel de MO muestran que el enzima ADH
n las primeras fases de la vitelogénesis se localiza preferentemente en las células nutrí tí­
as. En estadios más avanzados se detecta también en el ooplasma. En oocitos maduros se con­
centra en estructuras granulares cuyo diámetro en algunos casos supera los 20 yjri. Las tinciones 
on Fast-Q-een y PAS revelan que por sus características citoquímicas dichos granulos corres- 
orden a plaquetas vi tel inas de tipo/3.
A nivel ultraestructural las plaquetas fi se observan cano acumules de glucógeno no deli- 
litados por membrana plasmática pero rodeados par numerosas mitocondrias (Figuras 1 y 2). La 
plicación de técnicas irmunoc i toqui mi cas sobre criocortes muestra la localización mayontaria 
leí enzima en dichas plaquetas (Figura 3).
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Las plaquetas f] se encuentran frecuentemente asociadas a plaquetas lipídicas, sistemas 
membranosos y mitocondrias. Hasta el memento la relación entre estas estructuras no ha sido 
interpretada a nivel metabólico pero cabe destacar la proximidad observada entre las plaqueta 
lipídicas y las plaquetas /3 ricas en ADH. Las plaquetas lipídicas contienen cantidades apre­
ciables de eedisteroides y algunos autores han hipotetizado que la ADH ai insectos podría 
estar implicada en el metabolismo hormonal (3). Los resultados aquí expuestos no sen 
concluyentes al respecto pero la acumulación de ADH en la proximidad de estructuras lipídicas 
podría apoyar esta hipótesis.
El destino de las plaquetas vitelinas en el desarrollo embrionario es la luz del intestin 
y per tanto es de suponer que la ADH quedará también incluida en el tracto digestivo, donde 
podría tener una función detoxificante. Puesto que la síntesis zigótica de ADH no se inicia e 
el intestino hasta les estadios 16-17 del desarrollo embrionario (4), la ADH materna podría 
suplir los requerimientos de enzima en el tracto digestivo durante los primeros estadios 
del desarrollo.
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Los estudies ultraestructurales ha sido realizados en el Servicio de Microscopía 




B: plaquetas vi telinas tipo $ • L: plaquetas vi telinas lipídicas. m: mitocondrias
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Applications of X-ray microanalysis in medicine
A l i c e  Warley,  D i v i s i ó n  o f  B iochemis try  (Block 9) U.M.D.S. St.  
Thomas's Hosp i ta l  Medical Schoo l , Lambeth Palace Road, London SE1 
7EH.
X-ray m ic ro an a lys i s  i s  a techn ique which is  h ig h l y  s u i t a b le  f o r  
the s tudy  o f  b i o l o g i c a l  specimens. I t  i s  the only  techn ique which 
combines the r e s o l v i n g  power o f  the e le c t r ó n  microscope w i th  the 
a b i l i t y  to  under take element a na ly s i s ,  and o f f e r s  the f o l l o w in g  
advantages over  o the r  techn iques: the a b i l i t y  to  undertake the 
a na lys is  o f  i n d i v i d u a l  c e l l s  w i t h i n  a t i s s u e ;  the a b i l i t y  study 
the s u b c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  elements w i thout  d i s r u p t i n g  the 
ce 11; and the a b i l i t y  to  study t l je d i s t r i b u t i o n  o f  a number of  
elements s imu l t aneous ly .  X- ray mic roana lys i s  is  now w e l1 
es tab l ished  i n  b io logy  and medicine and a p p l i c a t i o n s  can be 
d iv id ed  i n t o  two general  areas,  the I d e n t i f i c a t i o n ,  usua l ly  o f  
accumulated m a t e r i a l ,  w i t h i n  c e l l s  and t i s s u e s ,  and the study o f  
the d i f f u s i b l e  ca t i on s .
An example o f  the use o f  X- ray m icro an a l ys is  to  determine 
the compos i t ion  o f  a dense accumulat ion i s  shown in Figure  1.
The mate r ia l  examined was a l i v e r  biopsy specimen which had been 
f i xe d  and s ta ined f o r  r o u t i n e  e le c t r ón  microscopy.  In t h i s  
specimen dense m a te r ia l  was present  accumulated around the
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lysosomes in the cytoplasm o f  the parenchymal c e l l s .  X-ray 
m ic roan a l ys i s  showed t h a t  i r o n  was associated w i th  the dense 
m a t e r i a l ,  and helped in  the d iagnos is t h a t  the p a t i e n t  was 
s u f f e r i n g  heamochromatosis, a d iso rd e r  o f  i r o n  metabol ism. 
D i f f e r e n t  areas i n  which X-ray m icroana lys is  has been used f o r  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  accumulated mater ia l  in  pa tho log i ca l  t i ssues  
ine lude:  i d e n t i f i c a t i o n  o f  inhaled p a r t i ó l e s  ( e .g .  asbestos and 
s i l i c a t e s  in  the 1 ung ) ; accumulat ions o f  endogenous o r i g i n  i n - th e  
l i v e r  ( e .g .  i r o n  o r  copper ) ;  i d e n t i f i c a t i o n  o f  Ca accumulat ion 
assoc iated w i th  d isease; and ana lys is  o f  renal  stones.  Such 
a p p l i c a t i o n s  have been reviewed rece n t l y  (Roomans, 1989;
Shelburne,  1989). X- ray  m icroana lys is  o f f e r s  an easy means o f  
i d e n t i f i c a t i o n  in  such cases, s ince specimen prepara t ion  is 
s imple ,  and the a na ly s i s  can o f t e n  be c a r r i e d  out on samples which 
have a l ready been prepared f o r  rou t i ne  examinat ion .  I f  an 
accumulat ion i s  i d e n t i f i e d  in a p a r a f f i n  wax embedded se c t io n ,  the 
p a r a f f i n  can be removed and the accumulat ion analysed using a 
scanning e le c t r ó n  microscope. The major advantage o f  X-ray 
m ic roan a l ys is  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  purposes i s ,  no doubt,  the f a c t  
t h a t  the spectrum conta ins  peaks f o r  a l l  elements which are 
present  in  the analysed area. This means t h a t  there  i s  no need to 
c a r r y  out sequent ia l  analyses to  determine the presence (or  
absence) o f  d i f f e r e n t  elements.
The second major  area o f  a p p l i c a t i o n  o f  X- ray m icroana lys is  
i s  the study  o f  the d i f f u s i b l e  ca t ions  sodium, magnesium.
178
potassium and ca lc i um.  The i n t r a c e l l u í a r  conce n t r a t i on  o f  these 
elements i s  f i n e l y  c o n t r o l l e d .  Fluxes o f  these elements across the 
c e l l  membrane, o r  re lease from i n t r a c e l 1u l a r  s to re s ,  cause 
s t i m u l a t i o n  in  many d i f f e r e n t  c e l l  t ypes ;  imbalance may lead to 
c e l l  death.  The study o f  the d i f f u s i b l e  elements and t h e i r  
a l t e r a t i o n  in  d i s e a s e ' i s  now a major area i n  medical research.  To 
s tudy  the d i f f u s i b l e  elements us ing  X-ray m icroana lys i s  
c r y o f i x a t i o n  i s  req u i r ed ,  in  order  to  a r r e s t  the elements at  t h e i r  
s i t e  o f  a c t i o n  in  the c e l l .  C r y o f i x a t i o n  must be fo l lowed by o ther  
c ryop re pa ra t i ve  techn iques,  f o r  example, s e c t i on in g  at  low 
temperature fo l lowed  by freeze d ry in g ,  to  prevent  r e d i s t r i b u t i o n  
o f  the ions o f  i n t e r e s t .  Here two d i f f e r e n t  a p p l i c a t i o n s  o f  X-ray 
m icro an a l ys is  in  medical research w i l l  be descr ibed.
An increase in  heart  disease is  assoc iated w i th  d iabetes 
m e l l i t u s ,  and a number o f  s tud ies  have 1 ed to  the suggest ion tha t  
a cardiomyopathy may develop as a r e s u l t  o f  increased 
i n t r a c e l 1u la r  calcium c o n c e n t ra t i on s . However, there  have been no 
d i r e c t  analyses o f  heart  t i s s u e  from d ia b e t i c s  to  conf i rm t h i s .  
Heart  t i s s u e  from experimental  animáis can be c r y o f i x e d  i n s i t  u 
(Warley,  1989), and the sect ioned t i s s u e  analysed d i r e c t l y  to 
determine whether such an increase occurs.  Resu l ts  from these 
s tud ies  showed an o v e ra l l  increase in sodium in cardiac myocytes 
from d ia b e t i c  animáis (Warley, 1991), but no gross changes in 
calcium were de tec ted.  An i n t e r e s t i n g  f i n d i n g  in  t h i s  study was 
th a t  c e l l s  which showed a lowered r a t i o  o f  potassium to sodium
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could be found c ióse to  c e l l s  conta in ing  c o n t ro l  concent ra t ions  o f  
elements (Warley,  1991).  This suggests t h a t  l o c a l i s e d  c e l l  death 
is  o c c u r r i n g ,  which could account f o r  lowered c o n t r a c t i 1 i t y  o f  
hea r t  t i s s u e  i n  d iabe tes .
I s o la te d  a d u l t  card iac  myocytes are o f t e n  used as a model f o r  
the s tudy  o f  the physio logy  o f  card iac  c e l l s .  The i s o la te d  c e l l s  
form two pop u la t io n s ,  the rod and round shaped c e l l s ,  which are 
mor pho log i ca l l y  d i s t i n c t  a t  the l i g h t  microscope l e v e l .  The 
d i f f e r e n c e s  between these two c e l l  types can be c l e a r l y  seen in 
the f reeze  d r i ed  f rozen  sect ions (Figure  2 ) .  The rod shaped c e l l s  
(F igure  2a) which are v i a b le ,  have the morphology o f  i n t a c t  heart  
t i s s u e  w i th  m i tochond r ia ,  nucleus and the z - l i n e s  c l e a r l y  
v i s i b l e .  Whereas the round shaped c e l l s  (F igure  2b),  which are non 
v i a b l e ,  loose the c h a r a c t e r i s t i c  morphology, become cont rac ted ,  
and loose mi t ochondr ia  i n to  the surrounding médium. Spectra 
obtained from the ana ly s i s  o f  the two d i f f e r e n t  types o f  c e l l  are 
shown in  Figures 2c and 2d. The mitochondr ia  from the rod shaped 
c e l l s  have high concent ra t ions  o f  potassium and 1ow concent ra t ions  
o f  sodium and c h lo r i n e  and calcium is  not de tec ted.  The 
mi t ochondr ia  from the round shaped c e l l s  have a d i f f e r e n t  p r o f i l e ,  
w i th  high concen t r a t i ons  o f  sodium and c h lo r i n e  and a 1 ow 
concen t r a t i on  o f  potassium. Calcium is  g r e a t l y  increased in the 
mi tochondr ia  from these c e l l s ,  r e s u l t s  which agree w i th  the idea 
th a t  mi t ochondr ia  accumulate calcium under c o nd i t io ns  o f  
i n t race l  1 u l a r  over load.
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The above examples i l l u s t r a t e  the advantages o f  using X-ray 
m ic roana lys i s  f o r  the study o f  d i f f u s i b l e  elements.  Both examples 
show the b e n e f i t  o f  being to  analyse i n d i v id u a l  c e l l s .  I t  i s  c l e a r  
t h a t  elemental  compos i t ion  can d i f f e r  cons iderab ly  between 
c e l l s ,  such d i s t i n c t  d i f f e re n c e s  are not seen i f  an a n a ly t i c a l  
technique i s  used which gives only  an average valué f o r  a t o t a l  
c e l l  p op u la t io n .  Indeed changes in  element compos i t ion can occur 
a t  the l e v e l  o f  s u b c e l l u l a r  o r g a n d í e s ,  and again t h i s  in fo rma t i on  
i s  not a v a i l a b le  w i t h  o the r  a n a l y t i c a l  methods. The f a c t  t h a t  an 
X- ray m ic ro an a lys i s  spectrum conta ins  in fo rma t i on  about a 11 the 
elements o f  i n t e r e s t  i s  a lso extremely u s e fu l ,  enabl ing  an 
‘ element p r o f i l e 1 o f  the i n d i v i d u a l  c e l l  to  be obta ined.  Such a 
p r o f i l e  supp l ies  i n f o rm a t ion  which a l lows us to gain i n s i g h t  i n to  
the mechanisms which u n d e r l i e  the onset o f  d isease. C le a r l y  the 
a p p l i c a t i o n  o f  X- ray  m icro an a l ys i s  in medicine and medical 
research wi 11 help our  understanding both o f  normal c e l l  f u nc t io n  
and o f  the diseased Sta te .
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ESTUDIO MICROANALITICO DE TEJIDO PLEURAL NO PATOLOGICO 
MEDIANTE SEM Y EDXA
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A.Traveria1, J.Sauló1
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introducción. Las técnicas microanalíticas SEM y EDX han sido usa­
das en la detección de partículas inorgánicas en tejidos huma­
nos. No obstante, el tejido pleural ha sido escasamente investi­
gado. El objetivo de este estudio ha sido conocer si existía una 
deposición inorgánica en pleuras de sujetos no silicóticos. Se 
pretende establecer un patrón de normalidad en el tejido pleural 
humano. Para ello se determinan las intensidades de Si, normali­
zándolas con respecto a las de S como indicador de la masa de 
tejido. La relación Si/S resulta un buen indicador de patología 
respiratoria silicótica como ya había sido establecido por Funa- 
hashi, Siegesmund y col. para el pulmón.
Material v métodos. Se estudia el material necrópsico de once indi­
viduos no afectos de patología pleural ni antecedentes de con­
tacto con material inorgánico, analizándose ambas pleuras parie­
tal y visceral así como el pulmón correspondiente. Las muestras, 
gruesas, desecadas por punto crítico y recubiertas con carbón, 
son observadas al microscopio electrónico de barrido (Philips 
515) y analizadas por dispersión de energía de rayos x (EDAX PV 
9800). Por cada muestra se analizan cinco campos, representati­
vos del total de ella, a 160 aumentos. La cuantificación de los 
elementos se realiza por el método de intensidad de pico/ back- 
ground.
Resultado* v discusión. Grosor de la muestra. Previamente se deter­
minó la cantidad de azufre en función del grosor de la muestra 
para lo cual se analizó el S de secciones de pleura de 10, 20, 
30, 40, 50 y 60 ¿m. Se observó que existía una buena correlación 
lineal entre el azufre y la masa de tejido hasta el grosor de 40 
L¿m (coeficiente de correlación r=0.9963), considerándose éste 
somo el grosor crítico infinito. Con ello los resultados son 
independientes del grosor de la muestra.
Criterio de normalidad. Se observa que el valor de S o masa de 
tejido es inferior en ambas pleuras y más elevado en pulmón, 
son desviaciones standard similares para los tres tipos de te­
jido. Asimismo se observa que el valor medio del Si es más ele­
vado en el pulmón que en las hojas pleurales, siendo similar 
para ambas pleuras; también la dispersión es similar en las dos
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pleuras. Se determina la cantidad real de Si, es decir la rela­
ción Si/S o silicio corregido por la masa de tejido. Los resulta­
dos nos indican que la concentración de Si en pleura es superior 
a la de pulmón, en especial pleura parietal.
Por fin se determinan unos niveles arbitrarios de normalidac 
que, con un intervalo de confianza del 95%, nos muestran que e] 
valor máximo para pulmón es de 0.15, para pleura visceral de
0.18 y para pleura parietal de 0.24. Así pues quedan estable­
cidos los criterios para determinar la existencia o no de pato­
logía pleural. Valores superiores a los hallados serán indica­
tivos de patología.
El hecho de haber determinado el silicio para establecer un cri­
terio de normalidad se debe a que este elemento es el más exten­
dido en la corteza terrestre representando por tanto un riesgc 
inhalatorio constante. El análisis por SEM y EDX ha permitido 
también observar que la pleura es una zona de depósito de mate­
rial inorgánico, introducido en el organismo a través de vías 
respiratorias o vías linfáticas o bien transportado por macrófa- 
gos. Se ha demostrado la existencia de partículas de Si, Fe, A] 
(Fig.l), Cu, Co (Fig.2) o Ca en individuos sin patología respira­
toria.
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FLUENCIA DE ALGUNOS ELEMENTOS REFRACTARIOS EN LA 
CROESTRUCTURA Y FRACTURA DE ALEACIONES BASE NIQUEL PROCESADAS 
IDIANTE SOLIDIFICACION RAPIDA
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aducción: El procesado de las aleaciones de base níquel mediante solidificación rápida ha 
mitido m ejorar  de form a importante , algunas de sus características mecánicas tales como la 
:tilidad a tem peratura  ambiente y la fragilidad dinámica a tem peraturas elevadas. Las 
itajas que introduce el proceso y que conducen a estas mejoras son: la disminución de 
regaciones e impurezas en fronteras de grano; la posibilidad de aum entar  la cantidad y 
iedad de elementos aleantes para producir  reforzamiento por solución sólida y /o  cohesión 
las fronteras de grano que de otro modo darían  lugar a la presencia de fases fragilizantes; 
ucturas con tamaños de grano muy finos; en el caso en que aparezcan fases ordenadas tal 
10 la N Í3 AI, la SR disminuye el grado de orden dando lugar a una elevada proporción de 
ninios de antifase (APB).
erial y Métodos: Las aleaciones están basadas en la composición Nil2Cr20A11.5X
/A l=76,5 /23 ,5) a la que se han añadido pequeñas cantidades de Nb, Ta o Mo. Las 
iciones madre se prepararon  mediante fusión y colada en horno de inducción en atmósfera 
trolada. A continuación se prepararon cintas mediante la técnica de la rueda, empleando 
os de cuarzo, presión de He y una velocidad lineal de 47m s_ l .  La rueda es de acero 
xidable y de 30cm de diámetro. Las tres aleaciones, preparadas metalográficamente( 1) , se 
^eterización mediante MEB y Microanálisis, M ET y Microanálisis, Análisis de Imagen y 
facción de rayos X. Además se estudió el comportam iento  mecánico a través de ensayos de 
x ió n  a tem peraturas y velocidades de deform ación com prendidas entre  298K<T<773K y 
5 <c< 1 0 “ 2 respectivamente-
Itcd D ' c u i ' n -  m *croestructura’ similar en los tres materiales, es del tipo 
TocePul^r- dem ín tico  con granos columnares que crecen desde la cara de la rueda ocupando
0 el espesor (F ig .l) .  En la superficie libre se observan granos y celdas de un tamaño de 
8 p m 2 (Fig.2)- En la superfic ie  pulida se aprecia una segunda fase situada en fron tera  de 
no y de celda (Fig.3) presentando un mayor contenido en aluminio que la matriz. El Cr y 
:uarto elemento se encuentran  en solución en ambas fases. Los diagramas de difracción de
1 seleccionada obtenidos sobre la matriz indican que se trata de una fase f.c.c. ordenada 
mismo se observan pequeños dominios. M ediante M E T  y difracción de rayos X se han 
i t i f icado  ambas fases: la matriz constituida por NÍ3 AI y la segunda fase por NiAl. Se puede 
oner que la solidificación ha tenido lugar con la desestabilización del frente  plano desde el 
lienzo, solidificando dendritas de fase NÍ3 AI metaestable(2). Como consecuencia, la fase 
lida va enriqueciéndose en aluminio, K a j <1,  solidificando f inalm ente  la fase NiAl en 
ite ra  de celda y grano.
na evaluado la fracción de volumen de la fase NiAl (Vv) m ediante técnicas de Análisis de
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Imagen, adquiriendo las imágenes directamente del MEB y mediante difracción de rayos 
se ha estimado el parám etro  de orden S y el tamaño de los dominios D de la fase NÍ3 AI. L< 
resultados se muestran en la Tabla .
Alloy Vv,% S D
N¡12Cr20A11.5Nb 17±3 0.3 17
Nil2Cr20A11.5Ta 14± 1.4 0.3 24
N ¡12Cr20All.5M o 1 0 ± 1 . 6 0.3 21
Se puede concluir  que las adiciones de Nb, Ta y Mo no alteran la naturaleza de las fas 
presentes pero si afecta  a sus proporciones relativas debido a la diferente  solubilidad de !• 
aleantes en las fases. En relación con el comportamiento mecánico, las aleaciones con Nb 
Ta son ex trem adam ente frágiles a todas las temperaturas y velocidades de deformación, 
material siempre rompe en la la región elástica de la curva de tracción. La superficie < 
frac tura  es intercristalina con una estructura muy direccional (Fig.4). La aleación con N 
rompe a tem peratura  ambiente con un alargamiento próximo al 3%. La superficie c 
f rac tu ra  muestra cúpulas (Fig.5) y se observan bandas de deslizamiento en la región proxin 
a d icha  superficie (Fig.6 ). A 773 K el material se vuelve frágil rom piendo siempre en zoi 
elástica. La mayor ductilidad que presenta esta aleación ceemos que está relacionada con l 
menor Vv de fase NiAl, ya que esta fase es dura pero muy frágil. Tam bién ha < 
relacionarse con el tamaño de los APB (3). En nuestro caso, sin embargo, no parecen s 
éstas las razones que podrían  explicar la mayor ductilidad de la aleación con Mo ya qi 
tanto D como S son similares en las tres aleaciones estudiadas. Se necesitan continuar est 
estudios para poder explicar dicho comportamiento.
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APLICACION DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO AL ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION RADIAL 
DE INCLUSIONES EN UN ACERO INOIIDABLE TIPO AISI-303. HEDIANTE DI6ITALIZACI0N Y ANALISIS 
DE IHA6ENES.
JUAN F. ALMA6RO BELLO Y M§ AUXILIADORA HEREDIA LOZANO
LABORATORIO DE ACERINO!, S.A.
Introducción:
Los aceros inoxidables austen í t i eos resulfurados (AISI-303) se eaplean por su fácil aaauinabilidad 
y suelen presentarse cobo redondos para sus aplicaciones aás usuales. La aaouinabilidad está 
influenciada por la coaposición Quíaica y la estructura. Es fundaaental el estricto control
inclusionario (taaaño, foraa y distribución de inclusiones).
El pequeño taaaño de algunas de las inclusiones que aparecen en este acero hace poco práctico el 
eapleo de la aicroscopía óptica. Frente a ésto, la aayor resolución de la H.E.B. y la 
Digitalización y Análisis de laágenes por ordenador tienen ventajas evidentes para obtener
resultados acerca de paráaetros de interés aetalúrgico cobo los de este estudio.
M a t e r i a l  y  M é t o d o s :  - Microscopio Hetalográfico OLYMPUS PHD.
- Microscopio Electrónico de Barrido HITACHI S-570 con detector de electrones retordispersados R0- 
B1NS0N RBH-570R y Microana 11zador KEVEX-BOOOcon prograaas de adquisición y análisis de íaagen de 
KEVEX.
Los análisis se realizaron sobre una sección transversal al eje del redondo. La superficie se pre­
paró puliendo aecánicaaente hasta un acabado final de A1203, 1 pa. Las áreas de análisis en las
zonas exterior, interaedia y núcleo se seleccionaron según el esqueaa de la fig. I. Las íaágenes
se adquirieron a 1.500 auaentos (3.365 pa*). En cada iaagen se lidió (al Area total ocupada por 
inclusiones. (b)( Area aedia ocupada por cada inclusión, (c) Diáaetro aedio de cada inclusión asi- 
a i 1 ando 1 a a un circulo. Id) Núaero total de inclusiones en cada caapo.
Resultados y Discusión:
Se estudió la distribución radial de inclusiones en tres palanquillas laainadas a redondos de 0 fi­
nales 7, 10 y 11,11 aa. de acero AISI-303. En priier lugar aediante Microscopía óptica se calculó 
el área total ocupada por inclusiones distintas de sulfuros; en los tres casos era aenor de 0,011. 
Este área es insignificante frente a la ocupación de sulfuros de aanganeso por lo que en adelante 
no se diferenciará entre inclusiones. E-n la fig. II se representan los proaedios obtenidos para ca­
da zona: núcleo, ínteraedio y exterior. Los resultados obtenidos (tabla I) confiraan las ideas bá­
sicas de la literatura: ya que el azufre es prácticaaente insoluble en el acero, los niveles de in­
clusiones ISHn), a igual concentración de aanganeso, en exceso, van a estar en función de la con­
centración de azufre en cada uno de los 'redondos del estudio.
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An = 2 de área total ocupada por inclusiones en la zona del nú­
cleo.
Ai = I de área total ocupada por inclusiones en la zona interae 
dia.
Ae = I de área total ocupada por inclusiones en la zona exte­
rior.
TABLA I
La distribución y dimensiones de los sulfuros en los «ateríales a igual composición química depende 
del todo de solidificación y de las posteriores transformaciones mecánicas. En nuestro caso, debido 
a que solo se conocen la composición química y los diámetros finales, no se puede establecer una 
relación entre distribución y tamaño de los sulfuros con el diámetro de la barra. No obstante, en 
la fig. II se observa que: En el núcleo, las inclusiones son más pequeñas al disminuir el tamaño 
del redondo. Comparando los tamaños de las inclusiones dentro de cada redondo, en los tres casos se 
cumple que las inclusiones en el núcleo son mayores que en el exterior. También se observa, en los 
tres casos, que aumenta el número de inclusiones desde el núcleo hacia el exterior.
Finalmente, la H.E.B. unida a la Digitalización y Análisis de Imágenes es una herramienta muy 
importante, desde el punto de vista metalúrgico, para resolver los problemas de la caracterización 
de los materiales, a niveles a los que no era posible acceder mediante técnicas clásicas, como en 
este trabajo.
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Muestra 2 en peso
Identif. Hn S An Ai Ae
A 1.75 0.30 1.42 1.48 1.52
B 1.80 0.27 1.15 1.33 1.36
C 1.65 0.28 1.35 1.42 1.42
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CONTRASTE ANOMALO EN ALEACIONES Al-Si OBSERVADO EN EL M.E.B.
J.M. Badía Pérez (1) y J. Ibañez Ulargui (2)
(1) Escuela Técnica Superior Ingenieros Aeronáuticos, Madrid
(2) Centro Nacional de Investigaciones Metalúrgicas, Madrid
ítroducción.- En el examen al microscopio electrónico de barrido (MEB) de 
luestras de aleaciones Al-Si se ponen de manifiesto ciertos fenómenos con- 
;radictorios con el comportamiento habitual de las muestras metálicas.
In general, la emisión de electrones aumenta con el Z de la muestra, sobre 
;odo en elementos ligeros. Sin embargo, en muestras recién pulidas de 
tleaciones Al-Si, el Si (Z=14) aparece más oscuro que el Al (Z=13) cuando 
caminamos la muestra en el modo de secundarios. Este fenómeno fue ya 
lescrito por Paul y col. (1), que lo atribuyeron a diferencias de rugosi - 
lad superficial entre ambas fases.
También Ball y col.(2) hablan de un contraste anómalo en estas mués - 
ras cuando se utiliza la señal de electrones retrodispersados.
loterial y Métodos: Diversas muestras de aleaciones Al-Si han sido examinadas 
n el MEB, inmediatamente después de ser pulidas, así como al cabo de un 
iempo de permanencia al aire.
Se ha utilizado el detector de secundarios para el estudio de la in - 
luencia de aplicar una tensión de polarización a la muestra sobre el con- 
raste de la misma. Para examinar las muestras en el modo de retrodis - 
ersados se ha utilizado un detector de tipo semiconductor, así como el 
ismo detector de secundarios pero con una polarización de -200V en la 
ejilla.
¡sultodos y Discusión: El contraste anómalo entre el Si y el Al (fig.l) se ve 
odificado bajo determinadas condiciones. Si la muestra sufre la acción 
ontinuada del haz sobre un mismo campo, hay una progresiva disminución de 
a emisión, así como una inversión del contraste, apareciendo el Si más bri 
lante que el Al. Un comportamiento análogo se aprecia en muestras .que - 
an permanecido largo tiempo al ambiente antes de ser examinadas en el MEB.
Por otro lado, la presencia de partículas de polvo no conductoras so­
re la superficie de la muestra origina una variación del contraste en sus 
roximidades. Dado que es conocido que las partículas no conductoras, al 
er excitadas por el haz, se cargan negativamente, provocando la aparición 
n sus proximidades de un potencial positivo sobre la muestra, este com - 
ortamiento pone de manifiesto que el contraste atípico entre las fases 
stá relacionado con efectos de carga, y no con diferencias de rugosidad, 
orno defendía Paul.
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Para comprobar esta afirmación, se ha procedido a la aplicación de - 
diferentes potenciales de polarización a una muestra de aleación. Con po­
tenciales negativos o nulos (figs. 3 y 4), el contraste de la muestra no - 
sufre grandes variaciones, apareciendo más oscuros los cristales de Si.
Sin embargo,, al aplicar a la muestra un potencial de +5V (fig.5) la - 
emisión de electrones en las dos fases resulta similar, y para tensiones - 
superiores el contraste se invierte (fig.6). Este comportamiento vuelve 
a refirmar la hipótesis antes mencionada de que las anomalías de contraste 
en estas muestras nada tienen que ver con su acabado superficial. La in­
versión de contraste producida con tensiones positivas de polarización po­
drían ser debidas a diferencias en los picos de emisión de secundarios del 
aluminio y silicio.
Por otro lado, observaciones de las mismas rpuestras con la señal de re- 
trodispersados con diferentes energías del haz incidente no han puesto de - 
manifiesto ninguna inversión del contraste, contrariamente a lo defendido - 
por Ball y col. En todos los casos, el Si aparece más brillante que el - 
Al, (fig. 2), como era de esperar al tener un número atómico más elevado.
Bibliografía:
(1) J.Paul, B. Bauer : "Contrast techniques for phase separation in scan- 
ning electrón microscope", Pract. Met., 20, 1983, 213-221
(2) M.D. Ball, L. Wilson, S. Whitmarsh : "Anomalus backscattered electrón 
contrast", Alean Int. Electron Micros.& Analysis, Manchester 1987 
185-188
Fig.l Fig.2 Fig.3 — 15V
Fig.5 + 5V Fig.6 +15V
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CARACTERIZACION DE MATERIALES Y DISPOSITIVOS PARA 
DETECCION DE IR MEDIANTE TECNICAS DE MICROSCOPIA 
ELECTRONICA
P.A. Banda y J. Sangrador
Departamento de Tecnología Electrónica y Bioingeniería 
E.T.S.I. Telecomunicación. Universidad Politécnica de Madrid
roducción:
detección de infrarrojo lejano, en la ventana de transmisión 
nosférica de 8 a 14 /un, tiene especial utilidad por 
rresponder a la emisión de cuerpos que se encuentran a una 
nperatura en torno a 300K. Los dispositivos para esta 
Licación se realizan casi exclusivamente en telururo de cadmio 
mercurio (Hg1.xCdxTe) . Mediante la adecuada selección del 
terial (fracción molar de CdTe,x) se puede ajustar la longitud 
onda en la que el dispositivo presenta el máximo de 
tectividad.
ferial y Métodos:
Llizamos tres modos de funcionamiento del microscopio 
sctrónico de barrido: 1/ Imagen de elecrones secundarios; 2/ 
ílisis dispersivo de energía de rayos-X(EDS); 3/Corriente 
lucida por haz de electrones (EBIC). Estas técnicas se utilizan 
forma rutinaria en el DTEB para la caracterización de 
estratos de CMT (Telururo de cadmio y mercurio), de capas 
icidas de CMT sobre CdTe mediante LPE y de diodos mesa 
>ricados mediante implantación iónica de B.
ultados y Discusión:
la puesta a punto de las técnicas de análisis se ha tenido en 
inta el peculiar comportamiento del material utilizado (CMT),
■ sublima a temperaturas de algunas decenas de grados, y de los 
>pios dispositivos, que son sensibles a la radiación emitida 
superficies que se encuentran a temperatura ambiente, 
liante la imagen de electrones secundarios se caracteriza la 
>ografía y defectos en los crecimientos epitaxiales. La técnica 
análisis EDS permite la determinación de la composición 
itual del material, parámetro del que depende la longitud de 
la de corte de los dispositivos con el fabricados. Se realizan 
el DTEB medidas de EBIC que permiten delimitar la posición de 
i uniones fabricadas y conocer la profundidad hasta la que se
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las uniones fabricadas y conocer la profundidad hasta la que s 
ha producido la inversión del tipo de conductividad por efect 
de la implantación iónica. Estas medidas se realizan enfriand 
un substrato cerámico (sobre el que se coloca la muestra) hast 
unos 80K mediante un sistema de expansión de N2 gas a alt 
presión por un tubo capilar. Para detectar la corriente e 
necesario un amplificador de bajo ruido ya que sobre la seña 
EBIC, de InA aproximadamente, se superpone un offset por emisió 
térmica ambiental de decenas de microamperios.
Figura 1. Eoltanta da CMT «obra CdTa. 
Figura t. Curva CB1C da un dalactar ■•••.
B i b l i o g r a f í a
l.Baldflakn fItnua araaa. ba» Yorli (1 
-M.J. Laaov« J. Aall. I*hva. »3<6> Junio <17BC> 
-froaarllaa of HCT . Cola Dalaravla.a Borloa Mo
bBl >
.3 íNsrec n v <i«»7»
figura £. tiqur a 1 .
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DETERMINACION DE ¡_A RESOLUCION ESPACIAL Y DE LOS FACTORES k DE CLIFF-LORIMER EN 
UN MICROSCOPIO JE0L-2000 FX.
BAR8A : 3ALDCNEDC Y F. GARCIA-AlVARADC.
universidad Complutense. Centrc ce Microscopía Electrónica.
Introducción--5 ==': ^áC- ori ce Cii^-Lorime' es una excelente aproximación que permite el 
macroanálisis cuantitativo. utilizando la radiación X característica, de muestras delgadas 
cuanco estas cumplen ios criterios de película delgada. Esta ecuación viene dada por: 
C a / C s  = k*B * Ia/Ip. ocnde kab es el factor de Cliff-^orime**, Ca y Cb son las 
concentraciones de ios elementos A y  8 ce .a muestra expresadas en tanto por ciento en 
peso. Ia y Ib sor. .as intensidades ce .os picos característicos por encima del ruido de 
£crco. Esta 'elación permite el anál.sis cuantitativo de .a muestra sin utilizar patrones, 
de ah. su utilidad e interés. La determinado' ce ia resolución espacial del mic-oanálisis 
es otro parametro de dieres para caracteriza' un microscopio anaiítico de transmisión
, i_os valores de x se ceterminaron a partir de una serie de patrones de 
minerales bien caracterizados y. de un conjunto de oxidos superconductores, también 
caracterizados por dderentes técnicas. Las medidas Se llevaron a cabo en un microscopio 
electrónico de transmisión, marca JEOL. mócele TEM 2000 FX. eauipaoo con un espectrómetro 
marca Linx, con un detector de silicio-litio ce ventana atmosférica. La resolución de este 
es oe 139 ev FWHM, pa'a la linea id del Mn. Todos ios análisis se efectuaron a 200 kV. 100 
segundos oe adquisición y un tiempo muerto del 30%. Finalmente, para determinar la 
resolución espacial se utilizaron unas muestras de aceros especiales preparadas por pulido 
electrolítico de doble eyección, acondicionadas posteriormente ourante treinta minutos en 
un adelgazador cor oombardeo ionico.
Resultados y Discusión:
u ±a Lab.a oe recogen ios datos de Cuatro muestras minerales caracterizadas por
G.ferente métodos de análisis complementados cor los datos obtenidos er una microsonoa En 
e. gráfico J se recoger! las k teóricas, las experimentales y las consideradas en el 
programa de cálculo suministraao oor Link. todas eilas refericas al silicio.
Elementos
81 Ai Me Fe Na
Patrón 1 \ /J o /’ 42.95 38.2C 0.12 1 4 A1  .  1 U 16.41 —
Patrón 2 (W%) . 5u 15,35 11.95 25,46 13,72 2.99 —
Patrón 3 í ; 62,97 A A  “ »A¿ .u  , / v — — — 16.33
Patrón i. (U*) 33,13 — 43.63 CD t'J A — —
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COMPARACION EN’ ftE .OS VALORES DE .<x/-;í  TEORICOS. EXPERIMENTALES r DEL "RCGRAMA DE CALCULO.- 
_3 tenaencia er. ios tres  conjuntos ae valores es análoga. Los valores aumentan rápidamente 
para elementos de menor numero atómico cue e. S i. v de manera gradual para los de mayor 
número atómico. La correspondencia er.tre .os valores experimenta.es. ios calculados 
teóricamente v ios del programa cel espectrómetro es buena.
DETERMINACION DE LARESOLJCION ESPACIA..- .a reso.ución espacial se determinó en un grano
Je carburo de . as muestras de acero esoec ia i ,  er .os Puntos señalados en la fo togra fía  1.
Punto A Punto B Punto C Punto D Punto E Punto F Punto G
Listancia é' nm ía» origer, 33 103 117 130 i52 250
’w'o Cr 14.37 14.22 16.33 42.92 55.61 57.65 57,50
F e 35.63 35.78 33,67 57.08 44.39 42.35 42.50
Se sigu ió  e l cr * te r.o  de ae fi n ir  la resolución escacio. como .a d istancia medida entre ios
puntos en aue la r azór. úe concentraci ones var id  dei o % a i 95 De acuerdo con el
g rá fico  1. la resolución es de 22C A. Se puede aGOPtar una de fin ic ión  a lte rn a tiva . Si se 
representa .a uerivada de la 'azor; ce concentraciones respecto del espacio *rente a éste se 
Puede d e*ir.ir ésta come la mitad de .a anchura del máximo a la mitad de Su a ltu ra . De 
acuerdo . r. este c r i t e r io .  .a resolución espac.al es ce 120 A, valor que muestra mejor 
concordancia cor. .as conciciones experimentales.
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SINTESIS DE UN OXIDO NO-ESTEQUIOMETRICO DE PRASEODIMIO
ESTUDIO TEXTURAL
S. Bernal; F.J. Botana; A. Jobacho y J.A. Pérez Omil
Departamento de Química Inorgánica 
Facultad de Ciencias. Universidad de Cádiz
Introducción: En el presente trabajo se describe la síntesis y
caracterización química, estructural y textural de un óxido 
de praseodimio que se utilizará como fase soporte de rodio 
altamente disperso. Dicho catalizador constituye un inte­
resante sistema modelo para el estudio del efecto SMSI (1- 
3). De acuerdo con la aplicación prevista, se ha perseguido 
la preparación de un óxido estructuralmente bien definido, 
con bajo contenido en impurezas aniónicas, especialmente 
carbonatos, un desarrollo superficial medio/alto, y una 
elevada resistencia a la sinterización.
Material y Métodos: Los reactivos utilizados fueron: nitrato de 
praseodimio hexahidrato, Aldrich, del 99.9 % de pureza; y 
una disolución de amoniaco concentrado, Merck p.a.. Las 
técnicas instrumentales aplicadas en el presente estudio 
fueron: Análisis Termogravimétrico (TG), Descomposición
Térmica Programada/ Espectrometría de Masas (DTP-EM), 
Espectrosco-pía IR, Difracción de Rayos X y Adsorción de N 2 
a 77 K. El estudio mediante SEM y TEM del precursor y 
oxido final se ha realizado en equipos JEOL 820 y JEOL 2000 
EX del Servi-cio de Microscopía Electrónica de la 
Universidad de Cádiz.
Resultados y Discusión:
La preparación del P r g O ^  consistió en la 
descomposición térmica, en atmósfera dinámica de helio, de 
una fase precursora obtenida por precipitación con amoníaco 
de una disolución acuosa de nitrato de praseodimio (III). 
Tanto el precursor, como la fase final óxido se 
caracterizaron mediante la aplicación sistemática de las 
técnicas anteriormente mencionadas. Dicho estudio permitió 
establecer las condiciones precisas de preparación del 
óxido, que fueron las siguientes: calcinación en atmósfera 
dinámica de He (Flujo He: 1 cm3.s-l), a una velocidad de 
calentamiento de 5 K.min-1, hasta 973 K, seguido de un 
tramo isotermo, a 973 K, de 1 h, y posterior enfriamiento
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hasta 298 K, igualmente en flujo de He. El óxido preparado 
de esta forma presentaba un diagrama de DRX en buena 
correspondencia con el de la fase PrgO^i / una superficie 
BET de 32 m . g -1, y, de acuerdo con los diagramas de DTP- 
EM, un bajo contenido en carbonatos residuales.
El análisis de las isotermas de adsorción de a 77 K, 
junto con los datos obtenidos mediante la aplicación de las 
microscopías electrónicas de barrido y transmisión, Figuras 
1 y 2 , ha permitido un estudio detallado de las propiedades 
texturales de precursor y óxido final, así como del 
comportamiento frente a la sinterización, en alto vacío y 
en atmósfera dinámica de hidrógeno, de este último. Según 
se ha comprobado, el óxido preparado no experimenta 
modificación significativa de su superficie BET cuando * se 
calcina, en vacío, hasta temperaturas de 973 K; incluso, en 
atmósfera reductora de H2, la sinterización observada es 
muy discreta, observándose una disminución de la S BET 
hasta 25 m . g  1, tras un tratamiento a 995 K.
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MICROANALISIS DE CERAMICAS ROMANAS POR MICROSCOPIA 
ELECTRONICA
F. Bosch Reig, M.T. Domenech C a r b ó ,* V.
Peris Martínez y J.V. Gimeno Adelantado.
Departamento de Qu ímica Analítica, F a c .Química 
Sección Departamental de Conser va ci ón y Restauración* 
Universiitat de Valencia. Universidad Politécnica 
de Valene i a .*
El análisis cuantitativo de materiales cerámicos 
Introducción: arqueológicos por el gran valor de los mismos, exige 
consumir pequeñas cantidades de muestra.
L a 5; de te rm in ac io nes por via húmeda clásica no son 
prácticas, mas que por la cantidad de muestra a destruir, 
por ser muy laboriosas, por lo que se han buscado métodos 
instrumentales: activación neutrónica (1-2), excesivamente 
sofisticada; mientras que la FRX o la MEB presentan la gran 
dificultad de los efectos interelementales.
En la presente comunicación se aplica un método de 
corrección de efectos interelementales: método de dilución 
límite (M D L ), desarrollado por los autores para FRX (3).
Material y Métodos: Reactivos: Acido bórico Probus r.a.
Aparatos:
- Microscopio electrónico de barrido Hitachi S-2500 con 
unidad co mputerizada para microanálisis K E V E X .
- Mortero de bolas de ágata y molino Fritsch P u l v e r i s e t t e . 
Método: Molturar 30 min., por separado, el ácido bórico y la 
cerámica. Mezclar en el molino durante 15 min., cantidades 
de problema entre 0,35-1 g y de ácido bórico entre 0,65-0 g. 
La mezcla obtenida se prensa a 10 Tm en una matriz diseñada 
al efecto, adquiriendo forma de pastilla de 11 mm 0 .
R e s u l t a d o s  y  D i s c u s i ó n :  Con los resultados experimentales obtenidos 
de señal instrumental (I), aplicamos el MDL para corregir 
los efectos interelementales; para ello se representa 
gráficamente los valores fi*Ii/l 2 obtenidos para varias 
diluciones de las muestras frente a los cocientes de los 
factores; de dilución, f, [ f = g muestra/(g muestra + g 
diluyent.e)] * respectivos fi/fi. Esta relación resulta lineal 
y la ordenada en el origen es el que denominamos "factor de 
corrección de la matriz". Este parámetro da lugar a los 
parámetros de corrección que aplicados sobre la señal medida 
por el aparato permite caLcular los valores corregidos que 
linealizan las curvas de calibrado.
Mediante el método propuesto y descrito sucintamente, 
se efectúa el análisis cuantitativo de los seis componentes 
mas característicos de los materiales cerámicos
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de las muestras cuya ca racterización y descripción aparece 
en la Tabla 1. La composición química ha sido expresada como 
óxidos, por ser esta la forma usual de dar los resultados 
del .análisis para este tipo de muestras. Los resultados 
aparecen en la Tabla 2. Con los datos obtenidos se efectúa 
un análisis "clúster" a dos niveles diferentes de variables 
y cuyos dendrogramas se representan en la figura adjunta y 
que presentan como característica común distancias de 
amalgamación relativamente bajas (< 2,514).
M u a tlu  C .r . c t e m n c . t Protc4«r*i« Rrlmncla
I F rjf  m a n s a  ¡ n a a »  m c n  i r a "
’  F-at IMITOU. 'ITIfO  miaño IJfU 
3 Fiat de «llora :amuio nos ano inico 
a Calatea. lituano peijurtii rima 1U0
3 Fiat adora lama» pftfaru. mua .tara 
i  Frat anfr»i. lamajo pevnrio omaa data 
i  Frat frqi*no rajazo diro
!  F rig  (e n r o c a  F a« a  ta m a o  p o jum o.
marao ilaro
9 Fia, arlara nauno pnjo.no -a n t»  claro
10 Frat peoiacno narria claro
Nonr Alnca RE iUO.’O
.'¿n r Alnta lE lK W
Star Tunca -
F ia -
t í a -
Can Fuá l l í n l I F I W H U
Can F u  ilbuai C F í l lE . ’ Ol
Can Fila l lh u l C F H O E  301
Can Fia liberal CF l iM  I I I
Sondeo I I  ' le a l C F111303
Mursita K.O C M n o . F«,0, A l, O. SIO,
1 1.99 4.19 0.85 3.98 1 8 60
67 .9 0
2 1.08 1.38 0.87 4.68 18.00 52.91
3 1.27 1.66 0.b9 12.30
14.41 62 .7 2
4 1.72 3.37 . 0.77 4.22 1 6 .7 9 ' 68 .0 9
5 2 .46 24 .20 0.88 5.57 18.58 48 ,82
6 1.74 23.01 0.62 4.51 11.77 49 ,87
; 1,43 8.13 0.64 6 .26 14.91 61.61
8 131 33.50 0.54 3.68 8.94 42 .00
9 0,84 63 .40 0.50 4.09 6.44 21 .4 0
10 0 ,88 54.20 0.61 4.33 6.50 24 ,4 0
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(2).O L I N , J.E. and SAYRE E.W.; International Conf. on the 
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ESTUDIO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE ESTRUCTURAS SiO^/Si 
IMPLANTADAS CON FOSFORO.
S.A.Bota, J.Portillo, A.Cornet, J.R.Morante
Laboratori de Caracterització de Materials per la Microelectrónica. 
Departament de Física Aplicada i Electrónica.
Universitat de Barcelona. Diagonal 645. Barcelona 08028.
Introducción: La incesante reducción de dimensiones hace necesario 
disponer de Herramientas de análisis que nos ofrezcan una resolución adecuada 
a las dimensiones de nuestras estructuras; tal posibilidad nos la brinda la 
microscopía electrónica de transmisión (TEM). El TEM con una resolución 
cercana a 2A, resulta imprescindible para el estudio de problemas 
relacionados con el proceso de dispositivos VLSI [1]. Es una de las pocas 
técnicas que por su resolución permite obtener información relativa a la 
configuración atómica local de una interface [2]; también es ampliamente 
utilizada para la detección de defectos en el substrato semiconductor 
asociados al proceso de implantación iónica, siendo la única técnica que 
permite distinguir entre diferentes tipos de defectos [3].
Material y Métodos: Las muestras analizadas son estructuras óxido de 
si 1 icio/si1 icio implantadas con fósforo' El, P ha sido implantado con 
diferentes dosis comprendidas entre 10 y 10° át/cnr, con una energía de 
implantación de 180 keV. A continuación las muestras han sido sometidas a 
recocido térmico mediante horno convencional a 900 2C durante 30 minutos o 
bien a un proceso térmico rápido (RTA) a 1150 9C durante 10 segundos. Parte 
de estas muestras han sido metalizadas con el fin de disponer de estructuras 
MOS. Posteriormente las muestras han sido preparadas para su observación 
mediante cross-sectión. Para Las observaciones se ha utilizando un 
microscopio Hitachi 800 NA con una resolución punto a punto de 2.7 A.
Resultados y Discusión:
En la figura 1 se presenta una micrografía TEM en alta 
resolución de la interface SiO,-Si correspondiente a una de las estructuras, 
en ella aparece la imagen de' la familia de planos atómicos <1 1 1> del 
silicio, la separación entre líneas es de 3.43 A, este dato nos permite una 
autocalibración interna de la micrografía. Se observa una transición bastante 
abrupta ertre el óxido y el Semiconductor. Tan solo en un estudio más 
detallado de la interface -casi a nivel atómico- puede verse como ésta no es 
completamente plana sino que presenta una cierta rugosidad. Varios autores 
como Krivanek et al. [2] observan una interface que aparece esca onada 
modulada. Otros autores [4] no detectan la presencia de escalones, aunque 
observen una interface bastante rugosa.
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Este segundo caso es el que se presenta en nuestras micrograflas, en ellas 
se observa una interface rugosa aunque sin ningún tipo de modulación. _a 
rugosidad medida para las diferentes muestras es siempre del orden de ó A. 
El substrato de silicio aparece libre de defectos cristalográficos
bidimensionales o tridimensionales (no nos es posible detectar la presencia 
de defectos puntuales); esto es debido a que las dosis utilizadas, usures 
en tecnología VLSI, son demasiado bajas para propiciar la aparición ae
defectos más complejos (en el caso del P, éstos no aparecen pa^a dosis de 
implantación inferiores-a 2 10': atomos cnr ).
Con las estructuras MOS alojadas en el interior de la cámara de observación 
de un microscopio de barrido JEOL JSM-840 se ha podido presenciar cuanoo 
aparece la ruptura dieléctrica del óxido, originada por estres enectrico 
’breakdown'. Tal como se observa en la pantalla del microscopio y en la 
microgr.afia de la figura 2 , cuando se aplican campos eléctricos ael orden ae 
6.25.10’ Volt/cm aparecen pequeñas microrupturas en el óxido de 
aproximadamente 2-3 mieras de diámetro que provocan la paulatina degraaaciór 
del dipositivo. El análisis de las cinéticas de captura de carga eléctrica
en el interior del óxido realizadas mediante técnicas de fotoin/eccicn
parecen confirmar que este fenómeno sí está córrelas i onado con -os oa ame--0‘- 
de implantación del fósforo [5].
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F ig u ra  1. Micrograf-fa HRTEM de la interface (SiO,/Si) (izquierda) 
F ig u r a  2. Micrografia SEM de una microruptura en el oxido (derecha)
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CARACTERIZACION DE CATALIZADORES Rh/Ti02 POR MICROSCOPIA 
ELECTRONICA DE ALTA RESOLUCION
J.J.Calvino, M .A . Cauqui, G. Cifredo y R. García
Departamento de Química Inorgánica
Facultad de Ciencias. Universidad de Cádiz.
roducción^Qs catalizadores constituidos por metales dispersos 
bre óxidcs reducibles presentan el efecto conocido como 
teracción Fuerte Metal Soporte (SMSI). Dicho efecto consiste 
que una reducción del catalizador a alta temperatura (500°C) 
oduce uns. inhibición de las propiedades características del 
tal (1). La explicación más comúnmente aceptada en la 
bliografla admite que, en virtud del proceso de reducción, el 
porte adquiere movilidad y tiende a cubrir las partículas de 
tal (2). Obviamente, la aplicación de la Microscopía 
ectrónica de Alta Resolución puede contribuir a clarificar el 
canismo propuesto para el efecto SMSI.
□ferial y Métodos: Se ^an preparad 0 sistemas 5% Rh/Ti02 por impregna 
ón de un dióxido de titanio con disolución de nitrato de ro 
o, secado en estufa a 90°C y calcinación posterior en aire a 
0°C. A continuación se redujo a 200°C y a 500°C durante tres 
ras,en flujo de hidrógeno y se realizó un tratamiento de pasi 
do en flujo de gas inerte. Las muestras se depositaron sobre 
jillas de cobre para observación en TEM y se caracterizaron 
r HREM en un microscopio JEM2000EX,con resolución estructural 
2.1 Á. En paralelo al estudio por ME se realizaron otros en 
yos orientados a establecer que tras la reducción a 500°C el 
talizador estudiado se encuentra,en efecto, en estado SMSI.
¡sultados y Discusión: Las micrografías de HRTEM que se presentan en 
te trabajo pueden considerarse representativas del 
mportamiento observado al microscopio para las muestras de 
/Ti02 relucidas a 200°C y 500°C. En ambos casos se observa 
a resolución que permite la clara identificación de las 
rticulas de metal , así como de sus tamaños. Se aprecia que 
dispersión metálica es alta y homogénea, sobre todo tras la 
ducción a 200°C que da lugar a tamaños de partícula de rodio 
mprendidos entre 1,0 y 4,5 nm.
Otro efecto a comentar es la aparición de relaciones de 
ientación bien definidas entre los microcrista1 es de rodio y 
soporte de óxido de titanio. Este aspecto, que no ha sido 
stacado por ningún autor en trabajos anteriores de metales 
spersos sobre Ti02, pudiera ser indicativo de la existencia de
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una forma de interacción distinta entre la fase metálica y e 
soporte.
Por lo que respecta a los fenómenos de cubrimiento d 
partículas de metal por material proveniente del soporte pued 
afirmarse que tras reducir a 200°C no se observan, mientras qu 
a 500°C las partículas de rodio aparecen parcialmente cubierta 
de fases que pudieran estar constituidas por óxidos de titani 
amorfo. No obstante incluso a 500°C, se observa que un 
fracción importante de la superficie metálica aparece limpia 
Estos datos nos obligan a discutir dos aspectos: a) ¿ Ocurr 
algún fenómeno de reoxidación que induzca cambios en la muestr 
durante la exposición al aire necesaria para montar la muestr 
sobre la rejilla de cobre ?, y b) ¿ Existe algún mecanismo d 
interacción fuerte metal-soporte alternativo al más aceptado e 
la bibliografía?.
Los resultados obtenidos con otras técnicas como ISS 
medidas de actividad catalítica, junto con una revisión de lo 
trabajos previos de interacción meta 1-soporte en sistema 
Rh/Ti0 2  (3-5), sugieren que el efecto SMSI puede estar asociad 
a varios factores, y no solo al cubrimiento de partícula 
metálicas por material proveniente del soporte.
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UTILIDAD DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION 
EN LA CARACTERIZACION DE 
CATALIZADORES DE COBALTO PROMOVIDOS POR LANTANO
r. J .  C a l v i n o ,  G. C i f r e d o ,  J . M .  R o d r í g u e z - I z q u i e r d o  y H. V i d a l
D e p a r t a m e n t o  de Q u ím ic a  I n o r g á n i c a  
F a c u l t a d  de C i e n c i a s .  U n i v e r s i d a d  de C á d iz
roducrión:Los c a t a  1 i  z a d o r e s  de c o b a l t o  s o p o r t a d o  s o b r e  u n  mate  
a l  como l a  s í l i c e  o l a  a l ú m i n a  se  c o n s i d e r a n  de a l t o  i n t e r é s  
r a  l a  s í n t e s i s  de h i d r o c a r b u r o s  s u p e r i o r e s  a p a r t i r  de l a  mez 
a C0+H2  ( l ) .  La a d i c i ó n  de un t e r c e r  c o m p o n e n te ,  d e n o m in ad o  
n é r  i  camen' ie  p r o m o t o r ,  c o n d u c e  a una m e j o r a  d e s t a c a b l e  de l a  
t i v i d a d ;  es  e l  c a s o  d e l  ó x i d o  de l a n t a n o  ( 2 , 3 ) .  Dado que  l o s  
e c t o s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  deben e s t a r  r e l a c i o n a d o s  co n  l a  es 
u c t u r a  a e s c a l a  a t ó m i c a  y co n  e l  g r a d o  de d i s p e r s i ó n  de l a s  
s e s  a c t i v a s ,  en  e s t e  t r a b a j o  se  a b o r d a  e l  e s t u d i o  p o r  TEM de 
s e s  c a t a l í t i c a s  que c o n t i e n e n  C o - L a - S i 0 2  V l a  c o m p a r a c i ó n  de 
t o s  r e s u l t a d o s  co n  l o s  de o t r a s  t é c n i c a s  de c a r á c t e r  i z a c i  ón .
iteric^ y Métodos: La s í l i c e  u t i l i z a d a  como s o p o r t e  ( C a b o t  M5, con 
0  m *g ) se  s o m e t i ó  a i m p r e g n a c i o n e s  co n  d i s o l u c i o n e s  de ni_ 
a t o s ,  s e g u i d a s  de c a l c i n a c i ó n  a l  a i r e  a 6 0 0 °C .  L o s  c a t a l i z a d o  
5  L a / S i 0 2  (A) y C0 / S Í O 2  <B) r e q u i r i e r o n  una ú n i c a  e t a p a  de 
p r e g n a c i ó n .  La m u e s t r a  L a / C o - S i 0 2  (C) se  o b t i e n e  a p a r t i r  de 
/ S i 0 2  t r a s  un  se g u n d o  p r o c e s o  de i m p r e g n a c i ó n  y c a l c i n a c i ó n  a 
D°C. La m u e s t r a  C o / L a - S i 0 2  (D) se  p r e p a r a  s i g u i e n d o  un  p r o c e  
a n á l o g o  a p a r t i r  de L a / S i 0 2 - L a s  c a r g a s  de Co y ó x i d o  de l a n  
no - fu e ron  107. y  277. r e s p e c t i v a m e n t e . L a s  m u e s t r a s  se  m o n t a r o n  
g r i d s  de c o b r e  co n  p e l í c u l a  de c a r b ó n  a g u j e r e a d o  y se  e s t u  
a ro n  en  un  m i c r o s c o p i o  JEM2000EX c o n  2 . 1  A de r e s o l u c i ó n .
¡ultados y Discusión: En l a s  m i c r o g r a f í a s  de l a  m u e s t r a  A, de
/ S i 0 2 * se  o b s e r v a n  p e q u e ñ a s  p a r t í c u l a s  ( 4 , 0-5,0 nm) de c a r á c  
'  a m o r f o ,  d i s t r i b u i d a s  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  d e l  s o p o r t e .  E s t o s  
: o s  e s t á n  en  buen  a c u e r d o  co n  l o s  o b t e n i d o s  p o r  r a y o s  X y es  
i t r o s c o p í a  R a m a n , t é c n i c a s  co n  l a s  que no se  a p r e c i a  n i n g ú n  p¿ 
c a r a c t e r í s t i c o  de l a  e x i s t e n c i a  de f a s e s  c r i s t a l i n a s .  E s t e  
m u l ta d o  puede  c a l i f i c a r s e  como o r i g i n a l  dado que en l a  b i b l i o  
a f í a  no a p a r e c e n  d a t o s  p r e v i o s  i n d i c a t i v o s  de que l o s  e le m e n  
; l a n t á n i d o s  se  d i s p e r s e n  b i e n  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  de l a  s í l i _  
Por  l o  que r e s p e c t a  a. l a  m u e s t r a  de C0 / S Í O 2 , p o r  d i f r a c c i ó n  
RX y Raman se  a p r e c i a  que e l  Co a p a r e c e  en  f o r m a  de Co-^0 4 . 
base  a l o s  d a t o s  de a n c h u r a  de p i c o  de d i f r a c c i ó n  se e s t i m a  
tam año  p r o m e d i o  de c r i s t a l  p a r a  l a  f a s e  C0 3 O 4 de 50 nm. La 
: r o s c o p í . a  e l e c t r ó n i c a  c o n f i r m a  que l a  d i s p e r s i ó n  d e l  c o b a l t o  
muy p o b r e  en  e s t a  m u e s t r a ,  y  que  l a  f a s e  en  que se p r e s e n t a
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e l  m e t a l  es  l a  a r r i b a  i n d i c a d a .  S i n  embargo  en l a s  f o t o s  si 
a p r e c i a n  p a r t í c u l a s  de ó x i d o  de c o b a l t o  de c a r á c t e r  p o l i c r i s t .  
l i n o  c o n  tam añ o s  muy s u p e r i  o r e s , c o m p re n d í  dos e n t r e  150 y 400nm 
Debe d e s t a c a r s e  que en  un  ca s o  como e l  p r e s e n t e ,  en que l a  d i i  
p e r s i ó n  de una f a s e  s o p o r t a d a  es  muy b a j a ,  l a s  t é c n i c a s  espe i  
t r o s c ó p i c a s  de a n á l i s i s  de s u p e r f i c i e s ,  como XPS o IS S ,  p re s e ,  
t a n  l i m i t a c i o n e s  p a r a  d e t e r m i n a r  e l  tam año  r e a l  de d i c h a s  p a r t ,  
c u l a s ,  m i e n t r a s  que d i c h a  i n f o r m a c i ó n  es  muy f á c i l  de o b t e n e i  
p o r  TEM. L a s  m u e s t r a s  C y D c o n t i e n e n  a l a  vez  Co y La p e r o  d, 
f i e r e n  de f o r m a  d r á s t i c a  en  su s  p r o p i  e d a d e s . Las  m i c r o g r a f í a s  o 
t e n i d a s  p e r m i t e n  a p r e c i a r  que l a  a d i c i ó n  d e l  l a n t a n o  en  una s« 
gunda  e t a p a  de i m p r e g n a c i ó n  da l u g a r  a una f a s e  C0 3 O4  mal d i j  
p e r s a  y una f a s e  a m o r f a ,  a s o c i a d a  a l  L a ,  b i e n  d i s p e r s a  como e 
e l  c a s o  de l a  m u e s t r a  A. P o r  c o n t r a ,  s i  se  añade  e l  c o b a l t o  e 
s e g u n d o  t é r m i n o ,  m u e s t r a  D, se a p r e c i a n  ú n i c a m e n t e  s o b r e  l a  s< 
p e r f i c i e  d e l  s o p o r t e  p eq u eñ a s  p a r t í c u l a s  a m o r f a s  que deben  c\  
r r e s p o n d e r  a una f a s e  m i x t a  c o n t e n i e n d o  Co y L a .  E s t e  r e s u l t a d )  
d e s t a c a  l a  i m p o r t a n c i a  de l a  f o r m a  en que se d e p o s i t a n  e l  meta  
y e l  p r o m o t o r  p a r a  l o g r a r  e l  e f e c t o  c a t a l í t i c o  d e s e a d o . E s t o s  ai 
p e c t o s  de d e t a l l e  no s u e l e n  c o n s i d e r a r s e  co n  l a  a t e n c i ó n  neces.  
r i a  en  l a  p r e p a r a c i ó n  de c a t a  1  i z a d o r e s  p r o m o v i d o s .
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Aplicación del SEM al Análisis de Fallos de Componentes Electrónicos 
José MS Cavero Clerencia y Quiliano Pérez Tarrero 
Calidad y Fiabilidad 
Telefónica Investigación y Desarrollo
ntroducción:
La creciente complejidad de los dispositivos utilizados en los equipos 
lectrónicos y de telecomunicación exige el empleo de nuevas técnicas para 
segurar su calidad y fiabilidad. El microscopio electrónico de barrido, sobre 
odo en algunos de sus modos de funcionamiento (electrones secundarios, 
etrodispersados, EBIC, contraste de tensión, etc.) se ha convertido en un equipo 
undamental para este tipo de actividades.
Material y Métodos:
La exposición se ha basado en los análisis de fallos de circuitos integrados 
tilizados en equipos de telecomunicación realizados con ayuda de un SEM de 
misión de campo modelo S-4000 de la casa Hitachi. Los modos de funcionamiento 
ue se han empleado son electrones secundarios y retrodispersados.
Resultados y Discusión:
El objetivo fundamental del análisis de fallos de componentes electrónicos 
s conocer la causa real del fallo para seleccionar el componente más adecuado en 
na determinada aplicación o incorporar las modificaciones necesarias con el fin 
e evitar el fallo. De esta forma el análisis de fallos constituye una 
erramienta indispensable para mejorar y asegurar la fiabilidad de los equipos 
lectrónicos.
Con carácter general un análisis de fallos supone en primer lugar realizar 
na caracterización eléctrica, para verificar el fallo y en caso afirmativo 
roponer la hipótesis de la posible causa o zona afectada, y un examen visual 
nterno con el fin de determinar el mecanismo actuante.
Para la realización de este examen visual interno se ha venido utilizando 
radicionalmente el microscopio óptico, básicamente por su simplicidad. No
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obstante debido a la miniaturización y complejidad que caracteriza hoy en día < 
los componentes electrónicos su utilización se ha hecho insuficient< 
fundamentalmente por su bajo poder de resolución y su pequeña profundidad d< 
campo, haciéndose necesario en muchos casos el empleo de un SEM.
Otra característica que hace del SEM un equipo indispensable para est< 
tipo de aplicaciones es su gran versatilidad. En su modo básico d« 
funcionamiento (electrones secundarios) se pueden obtener resultados óptimos ei 
cuanto a resolución y contraste topográfico se refiere, como se muestra en la: 
Figuras 1 y 2, correspondientes a defectos encontrados en las pistas metálica: 
de un CI VLSI originados por un sobresfuerzo eléctrico. Para la determinaciói 
de diferentes fases e identificación de elementos en una determinada zona de li 
muestra, se cuenta con la ayuda de los electrones retrodispersados y e. 
microanálisis de rayos-X respectivamente. En la Figura 3 se muestra la imagei 
en electrones retrodispersados de un fenómeno de electromigración de Ag entri 
tintas conductoras. Igualmente existen otras técnicas cuyo objetivo es estudia: 
la respuesta eléctrica del dispositivo, como el contraste de tensión en su: 
distintas categorías y el modo EBIC que trata de analizar los efecto: 
eléctricos producidos en la muestra como consecuencia de la penetración del ha: 
electrónico.
Bibliografía
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USE OF XPS/ESCA AND SEM TO STUDY THE SURFACE OF CHDDRINATED 
WOOL FIBRES TREATED VIA LIPOSOMES
M.D.de Castellar1, J.M.Tura1, A.de la Maza2, F.García3 
and J. Pujadas3
1Lab.Téc.Fís.Anál., ITQT, CSIC., J.Girona Salgado, 18. 
08034-Barcelona. 2UEI-Téc.Quím., ITQT, CSIC. Barcelo­
na. 3Institut d'Estudis Catalans. Barcelona.
itroduction. When keratin fibres are treated with aqueous chlori- 
e Solutions a process which usually is adapted to render wool 
nshrinkable they undergo more or less extensive Chemical modi- 
ications in wool structures. The chlorination process preferen- 
ially oxidises cystine residues to cysteic acid residues in 
cidic Solutions, such oxidation occurs via intermedíate oxida- 
ion products (1,2). Liposomes are artificial phospholipid vesi- 
le structure which are rapidly gaining a widespread use, not 
nly as a suitable membrane model but also in technological ap- 
lications as carrier of hydrophilic and lipophilic Chemicals, 
his has been investigated by using XPS/ESCA and SEM.
iterial and methods. Multilamellar vesicle liposomes (MLV) of defi- 
ed size (400 nm) made with phosphatidilcholine (5mM) and con- 
aining sodium hypochlorite solution (0.28% w/v) was used prepa- 
ed following a method described> by Bangham (3). Washed Merino 
ool top (1 g) was treated with MLV liposomes (70 mi) freshly 
repared after adjusted the pH valué to 1.5. The treatment was 
arried out for 15 min at 20 °C. After treatment sample was tre- 
ted with sodium metabisulphite (1%); bath ratio 1/30 during 5 
inutes. The samples were analyzed by x-ray photoelectron spec- 
roscopy (XPS/ESCA)' and scanning electrón microscopy (SEM).
asults and discussion. The ESCA spectra recorded from the chlorina- 
ed whole wool fibres treated with the oxidative reagent direc- 
ly or via liposomes will only give information about changes 
aken place on the fiber surface (ca 5-10 nm depht) (4). The S 
p photoelectronic peak was studied in the untreated and treated 
ampies. The S 2p spectrum región of the untreated wool fibers 
urface (A) contains only one peak at 164.1 eV which is atribu- 
ed to cystine residues. The spectra of chlorinated wool fibers 
arface treated directly (B) or via liposomes (C) contain two 
lear peaks:
164.1 eV corresponds to cystine residues
169.7 eV corresponds to cysteic acid residues 
omparing the contents of cysteic acid residues in samples (B) 
nd (C), it can be seen that the use of liposomes in wool chlo-
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rination inhibit the formation of this intermedíate cystine oxi 
dation product.
In order to determine the regularity of chlorine treatments i 
wool fiber, studies using SEM were carried out, comparing chic 
rinated wool samples treated directly with chlorine aqueous so 
lutions or via liposomes. The figure consists of differents SE 
photomicrographs of chlorinated wool samples. It can be see 
that acidic chlorination via liposomes (sample a) promotes 
lesser damage in wool structures than acidic chlorination usin 
directly aqueous chlorine Solutions (sample b) , being in th 
first case the regularity of the chlorination clearly improved 
In that way it may be assumed that the use of liposomes as vehi 
ele of the oxidative reagent in wool chlorination, promotes a 
inhibition and a modulation in the formation of cysteic acid tha 
could be investigated quantitativelly and qualitativelly usin 
ESCA and SEM techniques.
Biblioqraphv
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STUDY OF REACTION LAYERS FORMED ON MOLYBDENUM IN A LUBRICANT 
OIL AT DIFFERENT TEMPERATURES BY SEM, XPS AND XRD
M.D. de Castellar1, J.M. Tura1, A. Traveria , J. Pujadas 
and A. Montero2.
1Lab.Téc.Fis.Anal., ITQT, CSIC. J.Girona Salgado, 18. 
08034-Barcelona. 2Institut d'Estudis Catalans. Barce­
lona.
introduction. Tribology deais with the interaction of surfaces in 
relative motions. This is an interdisciplinary field that requi- 
res the collaboration of solid state and surface physics, che- 
mistry, material Science and mechanical engineering. In spite of 
its importance, there is no complete understanding of interac- 
tions in tribological interfaces. The application of surface 
analytical methods, like SEM/EDXA or XPS/ESCA has greatly expan- 
ded the possibilities for the study of complex mechanisms, such 
as lubricated contacts between metal-metal sliding surfaces.
Material and methods. Two series of blowlamp sprayed Mo on brass 
test pins were studied: 1) pins frictioned in a pin-on-disk tri- 
bometer fitted with a temperature controlled bath (between -10°C 
and + 120°C) ; 2) unweared test pins immersed in a temperature 
cotrolled bath (between room temperature and 120 °C) during four 
hours. The same oil XT1536 was used in both series of expe- 
riences. One untreated sample was used as a standard. The pin- 
on-disk tribometer was a prototype equipped with a stainless 
Steel counterpart disc. The analytical methods used were: 1) SEM 
Philips 515 fitted with an EDAX; 2) XPS/ESCA, V.G. Scientific 
MKII; 3) XRD Siemens D500.
Results and discussion. Tribological results. The friction coeffi- 
cient of this type of Mo coatings is almost independent of the 
applied load and sliding velocity. The only regime of lubrifica- 
tion observed was boundary lubrification. As it may be seen in 
Figure 1, the friction coefficient (f.c.) ranged from 0.10 at 
-10°C to 0.115 at 80°C. It may be observed that the variation of 
the f.c. versus temperature is very low, but has a tendency to 
increase. It is worth noting that the f.c. obtained at 120°C is 
lower than the valué at 80°C, indicating that other phenomena 
than viscosity variation may be present at this temperature ran- 
ge.SEM. The observation of a Mo unweared specimen (Fig.2) shows the 
characteristic morphology of a sprayed coating. The cross-sec- 
tion of an unweared Mo (Fig.3) revealed a good contact zone bet-
211
ween coating and substrate, as well as a good fundamental elon- 
gated structure of the initially impacted sprayed drops.
XPS. The C1s (285 eV) photoelectronic peak of the unweared sam- 
ple at room temperature corresponds to the residual hydrocarbons 
(CHp) n in the chamber of the spectrometer. In the specimens ther- 
mally treated, such a peak may also be attributed to the hydro­
carbons of the oil XT1536. When the treatment temperature increa­
ses, a Chemical shift of the C1s peak towards a higher binding 
energy was observed. At the hicjhest temperature (120°C) it ap- 
pears a peak at 288.7 eV, which following the literature could 
correspond to carboxylic groups.
XRD. Unweared Mo coatings. The interpretation of the XRD diagrams 
pointed out the presence of two phases; Mo° as majority and Mo02 
at a lower proportion. It has not been possible to identify Mo03 
by XRD, probably by one of the following circumstances or by both 
together: a) the Mo03 coating layer is too thin, and b) because 
of the disorder of the phase. At the highest temperatures one 
reduction process could take place: Mo6* — > Mo^5— > Mo4*
In addition, the acid radicáis detected by XPS/ESCA analysis 
could react with a molybdenum unstable oxide (Mo6*/Mo4*) giving 
rise the corresponding ester: R-COO' + 4MoOp — > (R-COO) 4 Mo.
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troducción: Las aleaciones basadas en el compuesto Nd2Fei4Bi (0), y la 
lación entre microsetructura y propiedades magnéticas, han despertado 
timamente un notable interés .Dos son las rutas empleadas en la obtención 
la aleación con la microestructura adecuada; el empleo de las técnicas 
adicionales de la pulvimetalurgia, así como la obtención del material 
crocristalino mediante t é c n i c a s  d e  s o i i d i f i c a c i ó n  r á p i d a  (TSR). El empleo 
las T.S.R. abre una nueva ruta consistente en la recristalización del 
terial obtenido en estado amorfo. De esta forma es posible, en principio, 
iseñar" la microestructura deseada en el material mediante tratamientos 
rmicos. En el presente trabajo se describe la influencia de los parámetros 
preparación en la microestructura del material recién preparado, así como 
microestructura obtenida en la cristalización del material amorfo.
terial y métodos: Se han preparado diversas aleaciones del sistema Nd-Fe-B 
r la técnica de la rueda fria ("melt spinning") con velocidades de rueda 
tre 12 y 37 m/s. El estudio de la microestructura de las aleaciones 
iciales, así como la del material rápidamente enfriado se ha llevado a 
3o mediante técnicas de microscopía electrónica (TEM, SEM), óptica (OM) y 
fracción de rayos X. La obtención mediante técnicas calorimétricas (DSC) 
los parámetros de la cinética de cristalización ha permitido realizar 
atamientos térmicos controlados en el calor'imétro. Las técnicas de 
:roscopía electrónica (TEM, SEM) han mostrado ser las más adecuadas para 
estudio de la finísima microestructura que presentan estos materiales.
sultados y discusión: Las técnicas de . solidificación rápida (TSR) 
presentan una alternativa adecuada a las técnicas tradicionales de 
iterización en la obtención de aleaciones de Nd-Fe-B. Es posible por este 
iodo obtener la alecación directamente microcristalina, siendo ésta mucho 
s resistente a la corrosión que el material preparado por sinterización.
preparación del material por esta técnica presenta sin embargo cierta 
"icultad debido a la relativa .inestabilidad del proceso de solidificación.
Las aleaciones preparadas de este sistema se presentan en la tabla I.
> experiencias realizadas muestran que es posible obtener las aleaciones 
#3 y #4 en estado amorfo para velocidades de rueda Vr i 37 m/s, mientras 
y #5 presentan un pequeño grado de cristalinidad. A Vr inferiores, la 
.ocidad de enfriamiento resulta mucho más crítica produciendo, cualquier 
:stabilidad del proceso, partes del material poco homogéneas (coexistencia 
material amorfo y cristales de fase 0 (fig. 1)). Mediante la
Trabajo subvencionado por EURAM CEE: MAIE.0061.C(H) y CICYT MAT90-0454
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cristalización del material desde el estado amorfo, es posible sin embarg 
evitar este hecho, pudiéndose obtener diferentes microestructuras mu 
homogéneas en función de la aleación y del tratamiento (fig. 2, 3).
El estudio de la cristalización del material amorfo mediante técnica 
calorimétricas (DSC) ha permitido evaluar las energías de activació 
implicadas en los diferentes procesos que se presentan. En la tabla I s 
recogen estos valores evaluados mediante el método del pico. Conjuntamente 
la obsevación mediante TEM y dif. de rayos X de muestras parcialment 
cristalizadas permiten establecer los mecanismos de cristalización 
controlados por la nucleación y el crecimiento de la fase 0 (fig. 3). La 
experiencias de difracción de rayos X muestran asimismo la cristalización d 
parte del material en aFe (aleanciones #1, #2 y #3). En la cristalización d 
#4 se forma Fe3B metaestable (como fase principal) junto con <p y aFe.
Tabla I.(cristalización) 1er pico 2° pico 3er pico 4° pico
Aleación E(eV) E(eV) E(eV) E(eV)
(#1) Ndi3 Fe82.2B4.8 2.99
(#2) Ndi3 Fe79 Bs 3.21 3.65 4.73 5.18
(#3) Nd8.sFe80.5Bii 4.54
(#4) Nd3 Fe77 B20 
(#5) Ndió Fe76 Bs
5.91 3.95
Bibliografía:- "Crystal1ization behaviour of some melt spun Nd-Fe-B
alloys". M.T.Clavaguera-Mora, M.D.Baró, et. al., J.Mat.Res.5(1990),1201.
- "Magnetization, versus heat treatment in rapidly solidified NdFeB alloys".
M. T.Clavaguera-Mora, M.D.Baró, et. al., IEEE Trans. Magn. (in press).
- "Effects of quench rate on the texture in melt-spun Nd-Fe-B alloys".
A.Zaluska, Yan Xu, et. al., Rapidly Quenched Met 7. Stockolm 1990.
- "On the relation betwen microestructure, Heat treatement and coercivity
in melt spun Nd-Fe-B alloys". M.D.Baró, S.Suriñach, et. al., Proc. 6 int 
Symp. on Magn. Acisotropy and Coercivity (ed. S.G.Sankar, Carnegie Mello 
Univ., Pittsburg 1990), p 357.
(1) " (2). - (3) (4)
Fig. (1J-Irregularidades en #2 recién preparada (Vr=20 m/s).
(2) -Aleación #4(am.), tras 15 min. a 1000K. (3)-Aleación #5(am.), 
tras 15 min. a 950K. (4)-Aleación #2(am.), tras 30 min. a 810K.
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ntroducción: El desarrollo de las técnicas de solidificación rápida y su 
mpleo en la preparación de nuevas aleaciones y microestructuras, ha abierto 
n fascinante campo en la ciencia de los materiales que cataliza, hoy en 
ia, el trabajo de muchos científicos. Si bien uno de los aspectos que más 
nterés han despertado es la obtención y estudio del material en estado 
morfo, dependiendo de las condiciones empleadas durante el proceso de 
olidificación podremos obtener también directamente el material cristalino 
parcialmente cristalino. Es posible conseguir de esta forma todo un nuevo 
ipo de microestructuras en función de la composición y las condiciones de 
olidificación empleadas. En el presente trabajo trataremos de describir 
lgunas microestructuras que se obtienen al enfriar rápidamente aleaciones 
el sistema Fe-Co-B-(Si,Nb).
aterial y métodos: Las aleaciones fueron preparadas por "Vacuumschmelze 
mbH" mediante la técnica de "Planar Flow Casting", obteniéndose
intas,algunas de ellas parcialmente cristalinas, de 1 a 2 cm de anchura y 
e 20 a 35 pm de espesor. La microestructura del material recién preparado 
e ha estudiado mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) y 
ifraccióh de rayos X. Se ha realizado asimismo un estudio de la 
ristalización de la fracción amorfa en coexistencia con los cristales 
reexistentes; cinéticamente mediante calorimetría diferencial de barrido 
DSC) y microestructuralmente mediante microscopía electrónica (TEM) y 
ifracción de rayos X. Las observaciones microscópicas se han realizado en 
uestras adelgazadas previamente mediante pulido electrolítico y/o por 
ombardeo iónico.
esultados y discusión: Las diferentes microestructuras que pueden obtenerse 
or solidificación rápida dependerán de la composición de la aleación así 
orno de la velocidad de enfriamiento. En general podremos agrupar las 
iferentes microestructuras en: c o l u m n a r e s  o d e  í n t e r f a s e  p l a n a ,  c e l u l a r e s  y 
e n t r í t i c a s , y e u t é c t  icas. La presencia de uno u otro tipo dependerá en 
eneral de la nucleación de los cristales, el número de fases que 
ristalizan (y los procesos de microsegregación asociados), y las 
ondiciones de enfriamiento empleadas. Las aleaciones estudiadas se 
resentan en la tabla I, y en ellas se han observado varios tipos de 
icroestructuras -(Fig 1): celulares, dentríticas y eutécticas, coexistiendo 
odas ellas con el material en estado amorfo.
Al calentar las muestras puede detectarse dos o tres picos de
D Trabajo subvencionado por CICYT MAT88-0314 y CIRIT [AR/89] a J.A.D.
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Tabla I
Resultados térmicos y cinéticos
Aleación _______ 1 pico______________ 2 pico______________ 3 pico
TOO Ea(eV) TOO Ea(eV) TOO Ea (eV)
(#a)Fe67Coi5Bi8 722 2.3 752 3.4 768 3.4
(#b)Fe67Coi5Si2Bi6 724 2.5 797 3.7
(#c)Fe68Coi5SiiBi6 698 2.3 821 4. 1
(#d)Fe68Coi5Bi7 705 2.5 767 3.3
(#e)Fe69Coi5Bi6 681 2.6 767 3.4
(#f )Fe67.5Coi5Bl6Nbl.5 699 2.6 820 4. 1
(A18)Fe65Coi8SiiBi6 725 2.7 789 4. 1
(C18)Fe65Coi8SiiBi6 704 2.6 796 4.3
cristalización. En la tabla I se presentan las temperaturas de pie 
obtenidas,en función de su composición, al calentar la muestra a ur 
velocidad de lOK/min. Dado que los picos de cristalización se solapaban par 
varias muestras, hemos evaluado la energia de activación por el método de 
pico. Los valores obtenidos se encuentran así mismo en la tabla I. Le 
resultados de difracción de rayos X y TEM muestran que la cristalizado 
tiene lugar independientemente de los cristales preexistentes (no tier 
lugar en la interfase) mediante la cristalización primaria de oc(Fe,Cc 
seguida de la cristalización eutéctica de a(Fe,Co) y (Fe,Co)3B
Bibliografía:
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Fig 1.-Diferentes tipos de microestructura observadas en las aleacione 
recién preparadas adelgazadas electrolíticamente. a) Tipo eutéctic 
aleaciones #a, #b y #e, b)Tipo celular aleación #d, c) Tipo dehdrític 
aleación #c.
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ESTUDIO ANALITICO POR MICROSONDA ELECTRONICA DE LOS 
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Introducción.- Entre las piezas más interesantes de la colección 
pictórica municipal de Valencia se encuentra la 
Tabla del Juicio Final atribuida al pintor flamenco Van der 
Stock (Bruselas, 1420-1495). Las inadecuadas condiciones 
térmicas e higroscópicas en las salas donde ha estado 
ubicada en los últimos años, han incidido negativamente en 
su conservación, y la Tabla necesita una inminente 
restauración. Esta tarea ha sido iniciada por la Sección de 
Restauración de la Facultad de Bellas Artes.
En la presente comunicación se muestran los resultados 
obtenidos en el examen analítico por Microsonda Electrónica 
de varias muestras de dicha Tabla.
Material y Métodos: ►
Se ha efectuado la toma de cuatro muestras 
mediante bisturí (1): rojo del manto de Jesucristo, marrón- 
negro de la túnica de un personaje, azul del cielo y dorado 
de los ornamentos del contorno. Cada muestra contenía todo 
el conjunto de capa protectora, película pictórica y 
preparación que mediante el tratamient (2) habitual fueron 
montadas sobre soporte de latón y sometidas a un proceso de 
sombreado con oro excepto la muestra de dorado. Las imágenes 
han sido obtenidas con los equipos del Servicio de
Microscopía Electrónica de la Universitat de Valéncia.
Resulrados y Discusión: examen en superficie en las tres muestras
de color aparece dificultado por la gruesa capa protectora 
de barniz resinoso, impidiendo hacer un estudio de la 
distribución granulométrica de los pigmentos de la capa 
pictórica subyacente.
La muestra dorada en sección transversal presenta para 
la capa pictórica señal de calcio y una intensa señal de 
oro. Este resultado permite afirmar que en los dorados de 
esta Tabla se utilizó oro.
En la muestra roja se obtuvo señal significativa de 
azufre, calcio y plata (este último probablemente procede 
del adhesivo utilizado para fijar la muestra al soporte.
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También se aprecia señal de silicio, hierro, cinc y una 
débil señal de cobre. Estos resultados indicarían que en 
esta zona de la Tabla se utilizó un pigmento a base de 
óxidos de hierro (rojo inglés, minio de hierro) acompañado 
de pequeñas cantidades de otros materiales como arena 
silícea.
La película pictórica de la muestra azul presenta señal 
de azufre, calcio, cobre y cinc. En este caso cabría pensar 
que el pigmento utilizado fué un azul a base de cobre.(azul 
de montaña, azul de Bremen) .
En la muestra marrón-negra se obtuvo señal de carbono, 
azufre y calcio. Se inferiría de este resultado que en esta 
zona de la Tabla el autor utilizó un negro carbón.
La señal de azufre y calcio que aparece en todas las 
muestras corresponde con toda probabilidad a la preparación 
de yeso utilizada habitualmente en este tipo de obras. La 
señal de cinc que también se obtiene en las cuatro muestras 
probablemente esté causada por el soporte.
Bibliografía
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itroducción:Ca da vez es más amplio el uso 
j multiplicidad de aplicaciones en los 
icroscopía electrónica y a la rapidez 
iformación. Esta aportación pretende 
jltidisciplinaria en este sentido, moa 
ibilidades de estudio en microscopía d 
arspective técnica.
de imágenes con ER dada 
distintos campos de la 
en la obtención de la 
ser una breve glosa 
trando las diversas po- 
e barrido desde una
\aterial y Métodos: Se han obtenido imágenes de materiales tanto or- 
ínicos como inorgánicos previamente preparados por los métodos 
onvencionales para microscopía electrónica de barrido y recu- 
iertos con carbón. Las observaciones se han llevado a cabo 
n un microscopio electrónico de barrido 3eol 3SM 840 equipado 
□n un detector de estado sólido y en otro Hitachi S-2300 con 
n detector Robinson.
esultados y Discusión: Por su alta energía los ER permiten la observa- 
ión de estructuras poco conductoras obviando la carga electro- 
tática.
Conocido es que la intensidad de retrodispersión es directa- 
ante proporcional a la densidad, Z medio, de la zona observa- 
a. Este contraste Z permite estudios tan dispares como: la 
aloración de capas finas, observar la difusión de elementos en 
atrices diversas, localización de partículas, detección de 
arcajes y estructuras internas, estudio de cortes histológi- 
os, detección de discontinuidades, visualización de dominios 
agnéticos, estructuras cristalinas, etc.
Como ejemplo de lo dicho, la fig. 1 se trata de un plano 
ulido de columbotantalita en el que se aprecia zonación alter­
ante de términos ricos en Nb (oscuro) y Ta (más claro), siendo
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destacable la resolución dal gradiente Z (Material suministra 
do por el Or. 3.C.Melgarejo, Dpto. Mineralogía, U. de Barcelo 
na). La fig. 2 es un detalle a 3.500 aumentos de una fibra 
polimérica que contiene acúmulos de titanio en su seno; los 
ER ponen de manifiesto el metal como puntos brillantes. (Ma­
terial cedido por Rhfine-Poulenc Fibras 5.A.). En la fiq. 3 
se observa un corte de planaria en estado de regeneración de 
2 mieras de espesor, con señal invertida, con una resolución 
superior a la del microscopio óptico y de una extensión mayor 
que la que permite el M..E, de transmisión. (Espécimen pro­
porcionado por la Ora. M. Ribas, Opto. Genética, U. de Barce­
lona) .
En otro sentido, las irregularidades superficiales del 
objeto que se estudia definen en el espacio las trayectorias 
de los ER, abriendo un amplio abanico de posibilidades para 
estudios microtopográficos. La adecuada estrategia geométri
ca de los detectores, o la combinación entre ellos, permite 
la obtención de diversas perspectivas de una misma imagen.
Bibliografía:
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Estudio por Microscopía electrónica de alta resolución de
Ba NdFe 0
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Introducción. Diferentes estudios en materiales A2Fe2°5 con estructura
derivada de la perovskita, han puesto en evidencia que el catión que 
ocupa la posición A afecta en gran medida a la coordinación del hierro. 
El hierro presenta coordinación octaédrica y tetraédrica en el material 
Ca Fe 0 (1) y, además, se encuentra también en un entorno piramidal en
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el Ba Fe20g (2). Por otra parte, el estudio de las variaciones de
composición en el sistema LaFeO -Ca Fe 0 (3) ha puesto de manifiesto la
presencia de una fase ordenada Ca LaFe 0 formada por dos capas de
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octaedros que alternan con una capa de tetraedros según el eje c.
Material y Métodos:
Sobre la base de estas ideas, hemos preparado (reacción 
en estado sólido a 1300°C durante 48 horas) el material B a ^ d F e ^
con la misma composición catiónica que el anteriormente descrito, con 
objeto de estudiar la influencia en la coordinación del hierro de los 
cationes que ocupan la posición A de la perovskita.
El estudio por difracción de electrones y microscopía 
electrónica se realizó en un microscopio electrónico JEOL 4000 EX.
Resultados y Discusión:
El diagrama de difracción de rayos X puede asignarse a 
una .fase de simetría cúbica correspondiente al tipo estructural 
perovskita con parámetro a = 3.9 A, sin que se observen máximos de 
superestructura que indiquen la presencia de orden de las vacantes 
aniónicas en este material. Sin embargo, como quiera que el porcentaje 
de dichas vacantes por celda unidad es aproximadamente del 6.6 %, puede 
esperarse un orden local de las mismas. Efectivamente, los diagramas_de 
difracción de electrones (DDE) a lo largo de los ejes [100] y [110] 
indican la presencia de una superestructura de orden 5 a lo largo del 
eje c y pueden asignarse a una celda de parámetros a x a x 5a siendo a 
el parámetro de la subcelda perovskita.
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La imagen de alta resolución (IAR) a lo largo de [110] 
(fig. 1) muestra un material aparentemente ordenado que permite proponer 
un modelo estructural en el que capas de octaedros alternan con capas de 
pirámides de base cuadrada en la secuencia ...0P00P.... en perfecto 
acuerdo con la cantidad de oxigeno determinada por análisis químico. Si 
todas las vacantes aniónicas estuvieran ordenadas, se obtendría una 
estructura con parámetros 2a x a x 5a que no estarla de acuerdo con los 
diagramas de difracción observados. Para Justificar la ausencia de 
superestructura en la dirección del eje a, es necesario suponer un 
desorden de las vacantes anlónlcas en los planos (001) de acuerdo con el 
modelo estructural de la flg. 2.
Bibliografía
(1) J.C. Grenier, L. Fournes, M. Pouchard, P. Hagenmuller y S. 
Komornicki, Mat. Res. Bull., 17, 55 (1982).
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MICROANALISIS SEM-EDS DE INCLUSIONES FLUIDAS EN HALITA
1 2 „  1 3
G arcia  V e ig a s ,J . ; A yo ra ,C .; P ueyo ,J .J . y Fontarnau,R .
1- LIFS,Dpto.Geoquímica,Fac.Geología,BARCELONA
2 -  I n s t i t u t o  de Geología "Jaume A lm era", CSIC,BARCELONA
3 - S e rv ic io s  C ie n tíf ic o -T é c n ic o s , U n i. Barcelona,BARCELONA
Introducción: Durante su c re c im ie n to , lo s  c r is ta le s  de h a l i t a  a trapan pe­
queñas cantidades de salmuera donde están inmersos en forma de in c lu s io ­
nes f lu id a s .  Su e s tu d io  es de gran im po rtanc ia  ya que contienen  in fo rm a­
c ió n  sobre la  composición de la  salmuera y sobre la s  cond ic iones en e l 
momento de la  p re c ip ita c ió n  m in e ra l. Las in c lu s io n e s  f lu id a s  en c r is ta ­
le s  de h a l i t a  se presentan como cavidades cúbicas de tamaño generalmen­
te  in f e r io r  a 1000 jjm3 . E l a n á lis is  de lo s  f lu id o s  que contienen  ú n i­
camente puede re a liz a rs e  po r té cn ica s  m icroscóp icas.
Material y Métodos: Los a n á lis is  se han re a liz a d o  en un SEM JSM-Q40 JEOL 
dotado con un d e te c to r EDS (AN 10000, LINK A n a ly t ic a l)  y un portam uestras 
c r io g é n ic o  diseñado por JEOL. Las cond ic iones de a n á lis is  han s ido  
de 15 kV de v o lta je  de ace le ra c ió n  y 1,5 nA de in te n s id a d  de c o r r ie n te  
de sonda.
Un fragm ento de m in e ra l es congelado po r inm ersión  en n itró g e n o  
líq u id o  ju n to  a gotas de so luc iones  de concentrac iones conocidas, e in ­
tro d u c id o  pos te rio rm en te  en la  precámara c r io g é n ic a  donde es fra c tu ra d o  
y m eta lizado  con a lu m in io .
Resultados y Discusión: La té c n ic a  de m ic ro a n á lis is  SEM-EDS de especímenes 
congelados ha s ido  clás icam ente  a p licad a  a muestras b io ló g ic a s  (MARSHAL 
1980). KELLY y BURGIG (1983) la  a p lic a n , po r p rim era  vez, a l e s tu d io  de 
in c lu s io n e s  f lu id a s  en muestras m in e ra le s , y rec ien tem ente  ha s ido  desa­
r r o l la d a  po r AYÜRA y FGNTARNAU (1989).
E l c á lc u lo  de concentrac iones se ha re a liz a d o  por in te rp o la c ió n  
con re c ta s  de c a lib ra d o  de la s  re la c io n e s  p ic o /fo n d o  obten idas d e l aná­
l i s i s  de la s  so lu c ion e s  de re fe re n c ia .  Con e l p ro p ó s ito  de m in o r iz a r lo s  
e fe c to s  de in te r fe re n c ia  y absorc ión  se han u t i l iz a d o  patrones de concen­
tra c io n e s  m u ltie le m e n ta le s  (C l,  SO4 , Na, Mg y K) s im ila re s  a la s  o b te n i­
das para la s  in c lu s io n e s  f lu id a s .
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E l p r in c ip a l problema a n a lí t ic o  co n s is te  en e lim in a r  lo s  e fe c to s  de 
carga e le c tr o s tá t ic a  generados por e l h ie lo .  Para e l lo ,  muestra y p a tro ­
nes son m e ta lizados, en e l in t e r io r  de la  precámara, evaporando un f i l a ­
mento de a lu m in io .
La homogeneidad en la  re la c ió n  p ico /fo n d o  para la s  so luc iones patrón  
muestra desv iac iones s tandar in fe r io r e s  a l 5{o, y  son debidas p rinc ipa lm en ­
te  a la  rugosidad de la  s u p e r f ic ie  de la s  gotas congeladas. Este v a lo r  es 
in f e r io r  en la s  in c lu s io n e s  f lu id a s .
Los l ím ite s  de de tecc ión  e s ta b le c id o s  son de l 1,EP/> para e l sod io , de l 
T/o para e l  magnesio, d e l G.tP/o para e l s u lfa to  y d e l O.T/o para e l c lo ro , 
p o ta s io  y c a lc io .
E l a n á l is is  de in c lu s io n e s  f lu id a s  en d ife re n te s  muestras de h a l i t a  
nos pe rm ite  e s ta b le ce r va ria c io n e s  en la  composición o r ig in a l  de la s  s a l­
mueras durante  d ife re n te s  procesos geo ló g icos .
Bibliografía, c. y FONTARNAU, R. (1 9 8 9 ).-  X-Ray M ic ro a n a lys is  o f  f r o ­
ten  f l u id  in c lu s io n s  a l -1409C. (A b s tr . )  ECRGFI, London.
KELLY, W. y BURGIO, P. (1 9 8 3 ),-  Cryogenic scanning e le c tró n  
m icroscopy o f  f l u id  in c lu s io n s  in  ore  gangue m in e ra ls . Economic Geology, 
n2 78, 1262-1267.
MARSHAL, A. (1 9 8 8 ).-  Progress in  q u a n t ita t iv e  X -ray microana­
ly s is  o f  fro z e n -h id ra te d  b u lk  b io lo g ic a l samples. Jour. E lec . M ic r . Tech. 
n9 9 , 57-64.
2 2 4
XAMEN ANALITICO POR MICROSONDA ELECTRONICA DE PIGMENTOS DE 
A DECORACION MURAL DE INTERIORES DEL PALACIO DEL MARQUES DE 
OS AGUAS (VALENCIA)
.V. Gimeno Adelantado, M.T. Doménech Carbó*,
. Peris Martínez y F. Bosch Reig. 
epartamento de Química Analítica, Fac. Química 
ección Departamental de Conservación y Restauración*, 
niversitat de Valencia. Universidad Politécnica 
e Valencia*.
roducción: El Palacio del Marqués de D os Aguas de Valencia
; construyó sobre una edificación antigua y se reedificó en 
)70 época de la que data su magnifica portada de J.Vergara.
En 1970 fué restaurado por la Diputación General de Ar- 
litectura y recientemente se han iniciado obras para restau
ir algunas estancias (salón de Baile, vestíbulo, etc.). En
presente estudio se presentan los primeros resultados del
mlisis de muestras de las pinturas murales del salón de
lile mediante MEB/EDX. Se sistematiza el tratamiento y
camen de este tipo de muestras y se discute la información
íe esta técnica es capaz de aportar para el completo
íálisis y caracterización de una obra pictórica.
ite ria l y Métodos: c . . , . . , ,Se tomaron muestras del muro y pilares de la
¡ala de Baile que correspondían a la capa externa verde y
ina tercera muestra que correspondía* a una capa azul
¡ubyacente a la verde. Se efectúa un examen en superficie de
a película pictórica y un segundo examen en sección
ransversal. Las muestras una vez preparadas adecuadamente
;e montan sobre un soporte de carbono mediante cinta
idhesiva (1-2). Se han obtenido imágenes con electrones
¡ecundarios y retrodispersados en El Servicio de Microscopía
]lectrónica de la Universitat de Valéncia.
iultados y Discusión: El examen en superficie muestra una
structura de la capa de pigmento verde con una gran 
omogeneidad en la distribución y tamaño de las partículas 
e pigmento. En la muestra azul la distribución es más 
eterogénea. En sección transversal en la muestra verde se 
bserva la existencia de siete capas morfológicamente 
iferenciadas y dos en la azul. Se ha llevado a cabo un 
ratamiento de imagen que ha permitido obtener el espesor de 
ada capa. La segunda muestra verde presenta características 
imitares a la anterior, 
nterpretación de resultadqs
Los resultados obtenidos para las muestras verde hacen 
uponer que se emplearon para su elaboración el mismo 
rocedimiento y materiales. En ambas se dispondría una capa
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inferior integrada por yeso, probablemente mezclado con 
materiales de tipo arcilloso y arena silícea. Sobre ella se 
encuentra distribuida en cuatro capas diferenciadas en la 
composición de los diversos compuestos que la forman una 
imprimación probablemente de litopón (70% de sulfato de 
bario + 30% de sulfuro de cinc). La inferior con abundancia 
de yeso y muy poco litopón, dos capas intermedias en las que 
decrecería el contenido en yeso y con elevado contenido en 
sulfuro de cinc y la capa superior constituida casi 
exclusivamente por litopón. La pelicula pictórica estaría 
constituida por hidrosilicatos de hierro, aluminio, magnesio 
y potasio (tierra verde), rutilo (TÍO2 ) y litopón. Se 
encuentran también aquí dos capas, la externa con mayor 
concentración de pigmentos y la interna con mayor 
concentración de litopón.
En la muestra azul, la capa de preparación estaría 
constituida por carbonato calcico. La capa pictórica puede 





(l).ZORLL, U., Defazet; 32 (1978), 118-122.
P.J. and KEELEY, R.H.; Scanning Electron
I (1979), 449-454.
Figura 1. Microfotografías obtenidas mediante la señal de 
retrodispersados utilizando detector de Robinson. a) muestra 
verde b) muestra azul.
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DESGASTE POR ABRASION DE BOLAS DE ALUMINA.
RELACION CON SU MICROESTRUCTURA.
Gozalbo, A.; Orts, M.J.; Picó, M.
Instituto de Tecnología Cerámica de la Universitat 
de Valencia.
Asociación de Investigación de las Industrias Cerámicas.Castellón
itroducción:
La molienda de materias primas en forma de suspensión 
es una de las etapas más comunes de la fabricación de materiales 
cerámicos. Dicha operación se efectúa habitualmente en molinos 
de bolas en los que estos materiales sufren un desgaste continuo 
por abrasión.
En este trabajo se ha tratado de relacionar el desgaste 
por abrasión de tres tipos de bolas de alúmina, utilizadas 
en la industria, con su microestructura.
Aaterial y Métodos:
Se han efectuado ensayos de abrasión profunda en tres 
tipos de bolas de alúmina de baja porosidad siguiendo el 
método descrito en la norma UNE 67-102-85 Cl). Posteriormente 
se prepararon probetas de la superficie y del interior de 
las bolas y se observaron con un microscopio electrónico 
de barrido (MEB).
iesultados y Discusión:
Los resultados de la abrasión profunda (Figura 1) mostraron 
iue la bola A se desgastaba a mayor velocidad que B y C. Estas últimas 
e abrasionaban con la misma velocidad aunque la bola C experimentaba 
in mayor desgaste inicial. Por MEB se observaron diferencias microestruc- 
urales, tanto en la superficie como en el interior, entre las diferentes 
•olas que permitieron interpretar su diferente comportamiento frente 
i la abrasión. En efecto, la bola A presentaba granos de corindón 
le 5-7 ym embebidos en una fase vitrea mientras que no se observa 
ase vitrea en las bolas B y C. En lo que resoecta a la superfici 
ixterna, las bolas A y B presentaban una superficie lisa con Dor 
le diferente tamaño mientras que en la bola C, aue D^esentaba u maye 
iesgaste inicial, se observaban ios gránulos de atomizado utilizados 
in la conformación de la pieza, ligeramente deformados
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Se ha comprobado que la  ve loc idad  de desgaste por 
abrasión es ta n to  mayor cuanto mayor es el contenido 
en fase v it r e a  Cde menor dureza que e l co rindón ) y mayor 
es el tamaño de grano del co rindón .
El desgaste in ic ia l  de estas bolas de alúmina está 
re lac ionado  con la  presencia  de heterogeneidades en la  
s u p e r f ic ie  de las mismas (aglomerados y poros de gran 
tamaño) o rig in ad o s  durante su conform ación.
Bibliografía:
(1 ) UNE 67-102-85. Asociación Española de Norm alización 
y C e r t if ic a c ió n .  Madrid.
F igura  1 .-  C in é tica  de abrasión de los tre s  t ip o s  de 
bol as.
F iguras 2 a 7 . -  M ic ro e s tru c tu ra  de la  s u p e r f ic ie  y del 
in t e r io r  de las  tre s  bolas de alúm ina.
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A P A R I C I O N  D E  N U C L E O S  D E  M A R T E N S I T A  IN D U C ID A  
P O R  T E N S I O N  E N  U N  M O N O C R I S T A L  p C u - 2 0 . 8 5 Z n - 6 . 1 5 A I  
• C O N  M EM OR IA  D E  F O R M A .
J . M . Gu i lem any  y F . J . G i l +
M eta lu rg ia .  F a c u l t a d  de Q u ím ica .  U n iv e r s id a d  de B a r c e l o n a .  
+ C ienc ia  de M ate r ia le s  e In g . M eta lú rg ica .  E T S I I B .  U . P . C .
Introducción:
2n este trabajo, se ha observado la presencia de núcleos de martensita 
5' inducidos por tensión a partir de martensita /3' . Para ello, se ha elabo­
rado mediante el método de Bridgman (1), un monocristal de composición 
química en peso de 20.85% Zn y 6.15% Al, con una concentración electró- 
lica de 1.46. La orientación cristalina fue determinada por el método 
üe Laue, resultando ser la (111). Las temperaturas de transformación fueron 
leterminadas mediante un calorímetro de flujo multicélula (2 ), siendo
4 =-6 sC, M,=-222C, A =-182C y A,=122C. s f s 1 f
Material y Métodos:
te tema una muestra cilindrica de 4nm de altura y 6.5nm de diámetro, seme- 
:iéndola a ensayos de compresión, con una máquina Houndsfield W,,a tempe­
ratura ambiente y a una velocidad de 10 MPa/s, produciéndose a la tensión 
)4 MPa la transformación p — ►martensita inducida (9R) de estructura rom­
boédrica, y re transforma a la fase fb a 50 MPa.
te realizan ciclos sucesivos de carga-descarga a 250 MPa, es decir son 
úclos en los que se producen transformación-retransformación ya que la 
:ensión aplicada es superior a la crítica. A diferentes números de ciclos 
40, 100 y 200) se observa la muestra en un microscopio electrónico de 
arrido.
Resultados y Discusión:
e aprecia como las placas martensíticas se acomodan a unas orientaciones 
referentes, como se muestra en la figura 1 (SQ4x1000), 2 (SEMx20(30) y
(SEMx5000). También se aprecia que a medida que se aumenta el número 
e ciclos, aparece mayor cantidad de martensita estabilizada, esto es 
ebido a que al aplicar tensión, se crean defectos, principalmente disloca- 
iones, que anclan las placas martensíticas, obstaculizando su retransfor- 
ión.
a irregularidad del trazado de las placas a nivel superficial da idea 
e la tensión acumulada ciclo a ciclo; si se continua aplicando más ten- 
ión, estas placas finas van creciendo unas a expensas de otras, producien- 
o placas de mayor grosor y con orientaciones preferentes.
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A 200 ciclos se observa la aparición de pequeños núcleos de marter 
sita í' ricas en aluminio con estructura hexagonal (2H) con secuencias 
de apilamiento AB. Este tipo de martensita se sitúa en zonas de interco­
nexión entre diferentes variantes martensíticas. Este hecho se debe a 
que son en estas zonas donde existe una mayor cantidad de energía elás- t< 
tica acumulada que favorece la transformación martensítica ( f t ' — >
(3).
La muestra rcmpió frágilmente a 220 ciclos 
actúan de exaltadores de tensiones.
debido a los núcleos J que
AGRADECIMIENTOS.
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Fig.1 Estructura a 
' 40 ciclos.(x1000)
Fig.2 Estructura a 
1 0 0 ciclos.(x2 0 0 0 )
Fig.3 Estructura a 
200 ciclos.(x5000).
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COEXISTENCIA DE MARTENSITA <*' Y EN ALEACIONES Cu-Zn-Al CON 
MEMORIA DE FORMA.
J.M^.Guilemany y F.J.Gil +.
Metalurgia. Facultad de Química. Universidad de Barcelona.
Ciencia de los Materiales e Ing. Metalúrgica. E.T.S.I.I.B. U.P.C.
Introducción: Las estructuras martensíticas correspondientes a las aleaciones 
Cu-Zn-Al presentan principalmente, según su composición química, tres 
posibles estructuras cristalográficas: a)martensita <*’ romboédrica (3R) 
que tiene secuencia de apilamiento ABC y está maclada interiormente, apa­
reciendo en aleaciones con poco contenido de aluminio. b)martensitap’ 
romboédrica (9R) con una secuencia ABCBCACAB presentando cierta distor­
sión monoclínica respecto al apilamiento perfecto. c)martensita hexagonal 
S” (2H) correspondiente a un apilamiento AB y se encuentra en aleaciones 
ricas en aluminio (1). Delaey y col. (2) determinaron que en el intervalo 
de concentraciones electrónicas (e/a) de 1.49 a 1.50 se produce el cambio 
de estructuras martensíticas de p 'a  ¿ j ' .
Material y Métodos:En este trabajo se determina el intervalo en que se produce 
la transición de a f t'. Para ello se han elaborado, mediante fusión al 
vacío, 48 aleaciones con e/a desde 1.360 a 1.498. A estas muestras se 
les realiza un tratamiento térmico consistente en mantener a 850QC durante 
10 min. y temple en agua. Se preparan metalográficamente y se observan 
en un microscopio electrónico de barrido ISI SS-60 con poder de resolución 
de 60 X, siendo el potencial de aceleración de 20 KV, usando diferentes 
distancias de trabajo y con una apertura de lente objetivo de 80/«m. Se 
ha trabajado con electrones secundarios en superficie pulida con ataque 
profundo, lo que permite observar en detalle las diferencias morfológicas.
Resultados y Discusión:
Se observa que a concentraciones electrónicas inferiores a 1.42, la estruc­
tura martensítica corresponde a oc’ con sus maclas de gran tamaño que rompen 
las placas martensíticas ccmo puede verse en la figura 1 (SEM x120) para 
una aleación con e/a = 1.410. Cuando la concentración electrónica está 
entre los valores de 1.42 y 1.45, las morfologías martensíticas c*‘ y 
(Scoexisten, observándose placas con grandes maclas típicas de mrtensita 
<X' y placas más finas sin defectos propias de la martensita ($' . Estas 
estructuras se pueden observar en la figura 2 (SEM x3600) correspondiente 
a una aleación con e/a = 1.427. A partir de concentraciones electrónicas de
1.45, la estructura martensítica es totalmente , como se aprecia en 
la figura 3 (SEM x1450) para una aleación con e/a = 1.481.
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Al realizar estudios calorimétricos con A.T.D. (Análisis Térmico Di­
ferencial) y D.S.C. (Differential Scanning Calorimeter) para la determina­
ción de las temperaturas de transformación, se observa que las estructuras 
martensíticas no retransforman a en las temperaturas de trabajo 
(20e a 6002C) y por tanto no sufren la transformación martensítica termo- 
elástica y no tienen aplicación tecnológica ccmo metales con memoria de 
forma.
A partir de la aparición de martensita & se observan picos calorimétricos 
tanto de transformación ( ft — > martensita) como de retransformación 
(martensita — -» ) propias de una transformación martensítica termoelás- 
tica.
AGRADECIMIENTOS.
Los autores agradecen a la CICYT la concesión del proyecto MAT 89-0407- 
C03-02 que ha sufragado en parte la realización de este trabajo.
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Fig.1 Martensita ' 
(x 1 2 0 0 )
Fig.2 Coexistencia Fig.3 Martensita P> 
d e X '^'(x-3600). (x 1450)
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ESTUDIO EN TEM DEL PROCESO DINAMICO DE FORMACION DE PRECIPITADOS o¿ 
Y f  EN UNA ALEACION Cu-Zn-Al-Co.
J . M. Guilemany, J . Fernández. P e re g rin , J .R . M igue l.
Departamento de M e ta lu rg ia .
Facultad  de Química. U n ivers idad  de Barcelona.
Introducción: Dado que la  fase f> y m a rte n s ític a  de la s  a leac iones base Cu son 
termodinámicamente m etaestables con respecto  a la  e s tru c tu ra  de e q u i l ib r io ,  
la  cua l co ns is te  en un estado b ifás icooC y un ca len tam ien to  de la  a lea -  
c ión  provocará una p re c ip ita c ió n  de la s  fases que formen la  e s tru c tu ra  de 
e q u i l ib r io  a esa tem peratura (1 -5 ) .
E l o b je t iv o  de este  tra b a jo  co ns is te  en la  observación " in  s i t u "  en 
TEM de l fenómeno de p re c ip ita c ió n  de la s  fases «. y /jp , a s í como la  ca ra c te ­
r iz a c ió n  de és tas .
Se ha u t i l iz a d o  una a le ac ió n  Cu-Zn-Al-Co de e /a  1 .468. Se 
Material y Métodos: han cortado  muestras de 70 mm.x 5 mm.x 0 .5  mm., la s  cuales 
han s ido  ca lentadas a 850°C durante 15 m inutos templándose, pos te rio rm en te , 
en agua a tem peratura ambiente. E l tra ta m ie n to  té rm ico  de la  m a rte ns ita  ind^j 
c ida  ha s ido  lle v a d o  a cabo en un baño te rm o s tá tic o  de a c e ite  a la s  tempera­
tu ra s  de 150°y 200°C, para cada una de la s  muestras ensayadas (6) .
Se han cortado  d iscos de 3 mm. de d iá m e tro , ' lo s  cuales han s ido  adelga­
zados por io n - th in n in g  a 4 kV y a ángulos de 10° y 5o. La observación in  s i tu  
se ha re a liz a d o  en un TEM a 200 kV, dotado de portam uestras de ca len tam ien­
to ,  que perm ite  c a le n ta r la  muestra hasta tem peraturas de 850°C. Mediante un 
sistema de v ideo se ha obten ido  un re g is t ro  dinám ico de la  tra ns fo rm a c ió n . 
Se han u t i l iz a d o  la s  té cn ica s  de SEM, STEM y m ic ro a n á lis is  EDS.
Resultados y Discusión:
La a le ac ió n  presenta in ic ia lm e n te  un p re c ip ita d o  de Co, e l cua l se ha 
añadido como elemento a fin a d o r d e l tamaño de grano, uniformemente d i s t r i  - 
buido por la  m a tr iz  y en e l l ím ite  de grano, F igura  1.
A l c a le n ta r  a 150°C la  muestra educada a la  tem peratura de 150°C, en 
e l in t e r io r  d e l m icroscop io  mediante e l portam uestras de ca len tam ien to , se 
observa la  a p a r ic ió n  de unos p re c ip ita d o s  de forma le n t ic u la r .
Un e s tu d io  a mayores aumentos en SEM y STEM, nos perm ite  d is t in g u ir  dos 
t ip o s  de p re c ip ita d o s , d ife re n te s  en tamaño, F igura  2. Se ha re a liz a d o  un 
m ic ro a n á lis is  EDS de cada uno de estos p re c ip ita d o s , observándose que lo s  
de mayor tamaño corresponden a fase oí y lo s  de menor tamaño a fase /J' , más
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r ic a  en A l.
E l ca len tam iento  a 150°C de la  muestra educada a la  tem peratura de 
200° C, aparentemente presenta un comportamiento s im i la r  a l a n te r io r ,  ob­
servándose nuevamente la  presencia  de lo s  dos p re c ip ita d o s  u  y f f ,  siendo 
también en este  caso, e l prim ero mayor en tamaño que e l segundo.
P a r tic u la r id a d e s  de esta  trans fo rm ac ión  son d is c u tid a s  a tra vé s  de 
un video con e l que se acompaña este  tra b a jo .
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Introducción:
La proyección de cualquier material para recubrir a otro material base llamado substrato 
sea cual sea e l método usado debe evita r la  desccnposición del material a proyectar. Para e l 
caso de los carburos, este problema existe y para evita rlo  hay la  posibilidad de recubrir e l 
carburo con un metal y proyectarlo con la  técnica de hipervelocidad, lo  que permite su correc­
ta  proyección ya que e l metal alcanzara' la  fusión y dara' lugar a la  buena unión entre partícu­
las una vez proyectadas sobre e l substrato. En particu lar, éste es e l caso de los carburos de 
Titanio -  Wolframio del presente trabajo en los que la  matriz que acompaña a dichos carburos 
es Níquel. E l control de la  morfología de los polvos de partida es muy importante para e l re­
sultado fin a l de la  capa proyectada. CU (2)
Material y Métodos:
Para la  realización de este trabajo se ha estudiado e l polvo de partida consistente en 
partículas de (Ti,W)C recubiertas de Ni, e l material substrato fueron barras de Aluminio del 
99,5 % de pureza sometidas a un proceso de chorreado manual con partículas de corindón de 
grado 30-35 para dar la  rugosidad adecuada a l substrato, con e l f in  de fa c ilita r  la  unión con 
e l recubrimiento. La observación se realizó con microscopio electrónico de scanmng ISI SS60 
con poder de resolución de 60 Á dotado de un detectar de electrones retrodifurdidos (BSE) 
Robinson de elevado poder de resolución y un detectar EDS de elementos ligeros. El potencial 
de trabajo fue de 15 kV. El análisis de imagen se realizó en equipo WP-AT de Matrox Electro­




En las imágenes en SEM se puede observar e l polvo de (Ti,W)C-Ni. La fig jra  1 nuestra a 
pocos aumentos e l aspecto facetado de dichos polvos. No se aprecian grandes diferencias de 
tamaño, lo  cual se verá confirmado posteriormente con e l Análisis de imagen. A mayares aumen­
tos observamos que la  superficie del polvo, no es lis a  sino que aparece reab ie rta  totalmen­
te  par ginhnlre que resultan ser de níquel. A pesar de recubrir totalmente las partículas de 
carburo de tita n io  y wolframio, se mantiene la  forma facetada de estos polvos, par esta razón 
a menores aumentos no se aprecia una esferoidización del polvo. También se puede observar que 
e l método seguido para recubrir estos carburos con Ni permite cubrir las p a rtí o jias in d iv id j- 
almente, es par e llo  que se hallan separadas a l formar los polvos. Asimismo aparecen p a rtí­
culas de carburo que no se han recubierto par e l metal. Cabe destacar también qje se han de­
tectado también algunas partículas individuales de carburo de tita n io  (TiC), s i bien en muy 
escasa cantidad.
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Para estudiar cano se recubrían de níquel las partículas de carburo, se procedió' a una 
pequeña molturación del polvo. En las figuras correspondientes se observa alguna partícula 
que presenta parte del níquel arrancado, mostrando la  morfología del carburo.
Se realizaron microanalisis del polvo, obteniéndose que e l carburo esta' formado exclu­
sivamente par T i, W y C en una relación de Ti:W de 25:75 aproximadamente y que e l recubri­
miento es Ni. Alguna partícula de óxido de wolframio ha sido tarrbién hallada.
Para estudiar la  morfología de los polvos se procedió a l análisis de imagen observándo­
se que no hay mucha dispersión de tamaño y que los objetos se encuentran en e l intervalo (/**) 
Ctnax (25,40) y D rrán (12,25) lo  que ju s tific a  tarrbión que e l resultado del valor medio del pa- 
’ ránetro morfológico FOFW PE sea 0,68.
Aluminio Chorreado.
La rugosidad obtenida después del chorreado con corindón sobre e l aluminio nuestra un 
picado homogéneo de su superficie con buenos puntos de anclaje para e l polvo proyectado.(figur 
Superficie Proyectada.
La morfología de la  superficie lib re  que aparece en la  figura 3, nuestra que no hay grie­
tas o defectos que podrían provocar una disminución de las propiedades del material, n i tanpo- 
co porosidad. Asimismo se aprecia que la  capa exterior ha flu ido , es decir e l metal, en este 
caso níquel, presenta buena mojabilidad sobre los carburos del recubrimiento.
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itroducción:
Las a leac iones Cu-Al-Mn presentan una trans fo rm ac ión  m a rte n s ít ic a  t e r -  
o e lá s tic a  que le s  c o n fie re  en tre  o tra s  propiedades e l e fe c to  de memoria de 
orma, en un rango determ inado de composición y tem peraturas (1 ) (2 ) .  En com 
e tenc ia  con la  trans fo rm ac ión  m a rte n s ít ic a  e x is te  la  trans fo rm ac ión  de 
q u i l ib r io  con la  a p a r ic ió n  de fases « y  y  según e l diagrama de e q u i l ib r io  
3 ), que d i f ic u l t a n  o in c lu s o  in h ibe n  la  trans fo rm ac ión  m a rte n s ít ic a . Este 
echo es de gran im po rtanc ia  en la s  propiedades s in g u la re s  de esta  a leac ión  
ado que e l c ic la je  té rm ico  puede provocar la  a p a ric ió n  de estas fa s e s ,v a - 
iando la  composición de la  fase /3 m etaestable y con e l lo  sus tem peraturas 
a ra c te r ís t ic a s  de trans fo rm ac ión  (4 ) (5 ) .
laterial y Métodos:
Se ha tra b a ja d o  con dos a leac iones Cu-Al-Mn ( C u - ll. lA l-5 .4 M n  con 
e/a)=1.452 y o tra  Cu-9.85Al-4.4M n con (e /a)=1.407  ) ob ten idas por fu s ió n  
a jo  vac io  y p o s te r io r  re fu s ió n  y co lada. Se somete ambas muestras a un 
ra tam ien to  té rm ico  de temple desde 850°C para obtener la  e s tru c tu ra  meta- 
s ta b le . Se ha re a liz a d o  un e s tu d io  dinám ico en un equipo TEM HITACHI H-800 
v ideog rabac ión -, tra ba ja n do  a 200 kV y c ic la n do  térm icam ente la s  muestras 
ed iante  un portam uestras de ca len tam ien to . P oste rio rm ente  se ha lle v a d o  a 
abo un e s tu d io  mediante té cn ica s  de STEM y SEM ju n to  con un equipo de m i- 
ro a n á lis is  EDS acoplado a l mismo equipo. En la  F igu ra  1 se muestra un es- 
uema d e l d is p o s it iv o  u t i l iz a d o .
jsultados y Discusión:
La muestra 1 se ha c ic la d o  e n tre  25°C y 150°C, observándose la  a p a r i-  
ión de p re c ip ita d o s , en la  etapa de ca len tam ien to , en d ife re n te s >zonas de 
a muestra. La imagen que se observa en la  v id e og i^a c ió n  se ha re a liz a d o  a 
3000 aumentos, observándose una zona genera l de trans fo rm ac ión  -e s tru c tu -  
3 m a rte n s ít ic a  2H- con la  a p a ric ió n  de unos pequeños p re c ip ita d o s . La 
je s tra  2 se ha c ic la d o  en tre  unos márgenes más am plios de tem pera tura , 
i  concreto  e n tre  25°C y 400°C, observándose -tam bién a 10000 aumentos- 
ia  mayor a p a r ic ió n  de p re c ip ita d o s  en e l seno de una m a rte ns ita  de es­
tructura 18R .
E l e s tu d io  mediante STEM y SEM, ju n to  con e l sistema de m ic ro a n á li-  
is  acoplado, muestra la  presencia  de dos t ip o s  d ife re n te s  de p re c ip i ta -  
ds, ta n to  en n a tu ra leza  como m orfo log ía  y tamaño. Los p re c ip ita d o s  de 
ayor tamaño y m o rfo log ía  p o lié d r ic a  se han ca ra c te riza d o  como fase a lfa ,
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m ien tras que lo s  de menor tamaño y ma's abundantes corresponden a fase 
gamma. E l tamaño medio de lo s  p re c ip ita d o s  de fase a lfa  son de 200-400 nm 
m ien tras que lo s  p re c ip ita d o s  de fase gamma son de 75-125 nm de dia'metro 
medio. En la  F igura  2 (SEM x5000) se muestra una imagen de estos p re c ip i­
tados de fase a lfa .
La muestra 2 presenta zonas con la  p resencia , a l unísono, de lo s  dos 
t ip o s  de p re c ip ita d o s , debido a que provienen de la  transfo rm ac ión  de 
e q u i l ib r io  : ¡3 ------ »  o í  +  ^
En este caso su tamaño es mayor a lo s  presentes en la  muestra 1 debido^.al 
e fe c to  de una tem peratura mayor de c ic la je .  Los p re c ip ita d o s  de fase a lfa  
t ie n e n  un tamaño medio de 1 - 2/¿m  y se encuentran ju n to  a una gran d i s t r i ­
bución de p re c ip ita d o s  de fase  gamma, mucho menores, con un tamaño medio 
de 100-200 nm.
Este tra b a jo  se complementa mediante la  observación de una c in ta  de 
video donde se muestran la s  p a r tic u la r id a d e s  de esta  p re c ip ita c ió n .
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traducción:
La e lim in a c ió n  de n iq u e l en e l proceso de a fin o  p irom e ta lu 'rg ico  de l co 
•e se ve d if ic u l ta d a  por la  desfavorab le  term odinám ica, as í como c in é t ic a ,
i la  reacc ión  : N i + 1/2 02 ----- ► NiO (1)
por la  elevada s o lu b il id a d  d e l n iq u e l en e l cobre.
Las d ife re n te s  e sco rias  convenciona les, b ien acidas o bás icas, ensayá­
is (2 ) (3 ) (4 )  no proporc ionan rend im ien tos s a t is fa c to r io s ,  para concen tra - 
.ones de n iq u e l ba jas (5 ) ,  dada la  d i f ic u l t a d  de form ación de compuestos 
lorgánicos de n iq u e l oxidados. La p o s ib il id a d  de que e l n iq u e l pase a f o r -  
i r  compuestos in te rm e tá lic o s  con elementos que a su vez pueden ser f á c i l -  
>nte o x id a b le s , abren un nuevo camino a la  e lim in a c ió n  d e l n iq u e l en cobre
lateríaI y Métodos:
Los ensayos de a fin o  p iro m e ta lu rg ic o  se han re a liz a d o  a escala de la ­
v a to r io  en un horno de c r is o l ,  u t i l iz a n d o  4 kg de cobre. La tem peratura 
¡ tra b a jo  es de 1200°C y se ha u t i l iz a d o  un fundente de composición :
¡% S i0 2 , 40% A120 3 , 5% Fe20 3 .
Las muestras de esco ria  tomadas se preparan por em butic ión en re s in a  
inductora y re cu b rim ie n to  con oro o g r a f i t o .  Se estud ian  en té c n ic a  SEM,
>n d e te c to r BSE, y lo s  m ic ro a n á lis is  de la s  fases presentes se lle v a n  a 
ibo mediante un sistem a EDS con d e te c to r de elementos l ig e ro s .  E l poten- 
.a l de tra b a jo  es de 15 kV.
esultodos y Discusión:
A p a r t i r  de un cobre con un conten ido  i n i c i a l  en N i de 1823 ppm se 
.eva a cabo e l  proceso de o x id ac ió n , p re v ia  la  a d ic ió n  de un 1% A l y un 
í Fe, u t i l iz a n d o  fundente de s i l i c a t o  a lum ín ico  en una p ropo rc ión  de l 
75%. En e l máximo de ox idac ión  -9000 ppm 02 en e l cobre- se r e t i r a  la  
>coria d e l baño líq u id o  y se procede a l proceso de reducc ión , ob te n ién - 
jse una concen trac ión  f in a l  en N i de 492 ppm.
E l e s tu d io  a l SEM(BSE) muestra una e s c o r ia , F igura  1 (SEM x l5 0 0 ) , con 
.fe ren tes  fases presen tes, todas e lla s  con conten ido  de oxígeno. E l e s tu - 
.o mediante m ic ro a n á lis is  EDS muestra que lo s  g lóbu los  -marcado A- son 
ly o r i ta r io s  en cobre, y de com posición: 92% Cu, 3% S i, 3% Fe, 2% A l, s ie n - 
> la  fase con menor conten ido en oxígeno en la  e s c o r ia . La fase f ib ro s a  
im inar -marcada B- es de com posición: 59% Cu, 24% Fe, 9% A l, 8% S i.  Todo 
. n iq u e l presente en la  esco ria  tan  só lo  se encuentra en una fase -marca- 
i C- de m o rfo log ía  g lo b u la r  y com posición: 41% A l,  31% Fe, 18% S i,  10% Ni
2 3 9
E l conten ido en oxígeno de esta  fase r ic a  en n iq u e l es su p e rio r a l con ten i 
do medio de la  e s c o r ia . La fase marcada D que actúa como fase m a triz  t ie n e  
una com posición: 43% Cu, 34% S i, 13% A l,  9% Fe, 0.8% Ca, 0.2% N i. La F igu ­
ra  2 (SEM x2000) muestra o tra  zona con gran presencia  de fase lam ina r, jun  
to  a fase r ic a  en n iq u e l -marcada C- y un gran g ló bu lo  de cobre -marcado 
E - .
La u t i l iz a c ió n  de la s  técn ica s  SEM(BSE) y EDS acopladas es fundamen­
t a l  para e l  e s tu d io  de este  t ip o  de muestras y en este  caso en p a r t ic u la r  
ha p e rm itid o  la  d ife re n c ia c ió n  y c a ra c te r iz a c ió n  de la s  d is t in ta s  fases 
p resen tes. La u t i l iz a c ió n  de un d e te c to r de elementos lig e ro s  perm ite  e l 
conocim iento de la  d ife re n te  d is t r ib u c ió n  d e l oxígeno en la s  fases de la  
e s c o r ia , ind ispensab le  para muestras como éstas procedentes de un proceso 
de ox id ac ió n .
Así pues e l n iq u e l es e lim inado por la  form ación de una fase A l-F e -N i 
que, en forma oxidada, es re te n id a  por una e sco ria  base s i l i c a t o  a lum ín ico  
E l rend im ien to  g lo b a l d e l proceso de e lim in a c ió n  d e l n iq u e l es d e l 74% , 
siendo un re s u lta d o  aceptab le  considerando e l conten ido in i c ia l  d e l cual 
se p a r t ía ,  y abre una nueva v ia  para la  e lim in a c ió n  p iro m e ta lú rg ica  de l 
n iq u e l.
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itroducción: Las aleaciones investigadas son cermets a base de Ti(CN) -  WC -  Mo con fase 
itá lica  de Co -  Ni. Las' mejoras tanto fís icas ccmo mecánicas que pueden presentar se pue- 
n explicar par la  estabilidad química a altas temperaturas ( 800 C) de la  fase carboni- 
uro, siendo este e l principal constituyente de estos Cermets.
\ater¡al y Métodos: El polvo de cartonitruro de tita n io  u tilizado  ha sido e l Ti(C,N) 70/30, 
teniéndose un Cermet de acuerdo con las cmposiciones referidas en (1).
Se han trabajado con un microscopio electrónico de barrido IS I SS60 con poder de re- 
ilucidn de 60 A dotado de un detectar de electrones retrodifurdidos BSE de elevado poder 
: resolución y un detector EDS de elementos ligeros. La naturaleza y caiposición de las 
ses presentes se han determinado mediante microanálisis de Rayos X (EDS) y sus estructu- 
s crista lográficas mediante difracción de Rayos X. Asimismo mediante la  tó n ic a  de anal i - 
s de imagen con un equipo MvP-AT de M.E.S.Ltd se han estudiado los parónetros marfemétri- 
s: perímetro (P), área (A), dLáretro mínimo (Dnin), diánetro ma'ximo (Dtbx) y factor de 
una definido ccmo FDFM PE = 4WA/P2.
esultados y Discusión: El polvo Ti(C,N) 70/30 u tilizado  presenta morfología angular y una 
bspersión de tamaño de grano grande (Figura 1) ccmo lo  corroboran los resultados de análi­
sis de imagen, obteniéndose los siguientes valares medios, expresados en micrcmetros con 
us correspondientes desviaciones standard: P= 5.00 + 3.77, A= 2.07 + 3.20, Dran= 1.02 + 0.85 
hiax= 1.88 + 1.39 y FGFM PE= 0.64 + 0.14.
Mediante difracción de Rayos X se pueden d is tingu ir en e l Cermet dos tipos de p i­
es: los correspondientes a la  solución sólida de cartonitruro de tita n io  a la  que se ha in - 
orparado volframio, y los picos correspondientes a la  fase metálica de Co que aparecen des- 
ilazados respecto a sus posiciones teóricas debido a la  presencia par difusión de Ni, W, Md 
' T i.
La fiq jra  2 muestra la  aleación una vez sinterizada y atacada con HCl+feCl3+H20, 
n donde las cavidades corresponden a las zonas en las que se encontraba la  fase metálica de 
o y N i. La figura 3es una imagen BSE donde se pueden diferenciar con mayar claridad las d is- 
in tas fases: la  fase correspondiente a l cartonitruro de tita n io  que parece -marcada A­
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contrastada en negro; la  fase carrespcndiente a la  zona de difusión alrededor del carbcni- 
tru ro  de tita n io  -marcada B- contratada en g ris  formada principalmente par carburos de Ti-W 
con mayar cantidad de T i; la  fase metálica de solución sólida de Co-Ni con elevado contenido 
en W y T i -marcada C- contrastada en blanco bandeado; y una cuarta fase -marcada D- que tam­
bién aparece contrastada en blanco, pero con formas facetadas y/o redondeadas que correspon­
de a l carburo de wolframio con tita n io  en solución sólida.
Mediante barridos lineales (LP) e imágenes de Rayos X ccnparatívamente con áreas 
BSE debidamente seleccionadas se ha identificado la  distribución de los elementos en la  es­
tructura, observándose que la  concentración de T i es máxima en la  fase y que este difunde 
a través de toda la  estructura. El C se encuentra d istribuido a través de todas las fases pre­
sentes en la  estructura. Y e l N se encuentra únicamente en la  fase <*4 de carbonitruro de T i. 
Algunas de estas características estructurales señaladas están de acuerdo con los estudios 
realizados en STEM (2) y anplian e l carpo de la  identificación estructural de los Gen neis 
estudiados.
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ESTRUCTURAS AL SEM DE NUEVAS ALEACIONES TENACES DE METAL DURO 
REVELADAS CON REACTIVOS DE ATAQUE PROFUNDO.
J.M.GUILEMANY, I.SANCHE, N.LLGRCA, J.R.MIGUEL. (*)
M.ALBAJAR, F.FERNANDEZ, E.SCHCMOLLJNG. (**)
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Introducción: Las nuevas aleaciones tenaces estudiadas de metal duro (1)(2)(3) que se carac­
terizan por su a lta  resistencia mecánica y/o par su buena resistencia a la  corrosión y/o par 
su bajo magnetismo, son aleaciones sinterizadas en fase liquida (HIP) de WC con una fase me­
tá lica  de Co-Ni-Fe, que además contienen otros carburos en su composición como son e l Cr3C2 
y e l Mo2C. Cuatro han sido las aleaciones estudiadas siendo la  diferencia entre e llas e l 
porcentaje de sus componentes.
Material y Métodos: Se ha trabajado con un microscopio electrónico de barrido de 60 A de 
resolución a 20 Kv, dotado de un detectar de electrones retrodifundidos (BSE).
La preparación de las muestras se ha realizado mediante las técnicas convencionales de 
desbaste y pulido hasta diamante de 1 m, realizándose e l ataque químico par inmersión en 
solución de Murakami (2.5 min.) para atacar los carburos de wolframio y con reactivo N ita l 
a l 2 % y 4 % o l a  solución de cloruro fé rrico  para atacar únicamente la  fase metálica. Los 
tiempos de ataque han variado desde los 2 minutos hasta los 40 minutos, con o sin u tiliz a ­
ción de baño de ultasonidos. Igualmente se ha realizado un doble ataque con ambos reactivos.
La naturaleza y composición de las fases presentes en las aleaciones se ha conprobado 
mediante las técnicas de rmcroanálisis de rayos X (EDS) a 15 Kv de potencial de trabajo, así 
cono sus estructuras crista lográficas correspondientes mediante difracción de Rayos X.
Resultados y Discusión.- Dos son las fases observadas: la  fase correspondiente a l WC con 
estructura hexagonal y la  fase , fase metálica consistente en una solución sólida de 
Co-Ni-Fe con estructura CCC.
La figura 1 muestra la  estructura de la  aleación atacada con reactivo Murakami durante 
2.5 minutos, donde los carburos de volframio aparecen perféctemente delimitados. La figura 2 
corresponde a un doble ataque (Murakami 2.5 min. + solución acida de cloruro fé rrico  2 min.) 
donde e l contraste es mayar. Y las figuras 3 y 4 corresponden a un ataque profundo de la  fa ­
se metálica, realizado con N ita l 4 % en ultrasonidos durante 40 minutos, donde se puede ver 
la  geometría, profundidad y forma de enlazarse tridimensionalmente los carburos entre s í 
demostrando a su vez su consistencia, corroborando las buenas propiedades mecánicas resultan­
tes y particularmente una tenacidad más elevada frente a las aleaciones de metal duro conven­
cionales .
Mediante microanálisis puntuales en una de las aleaciones, en e l centro de los carburos 
se detecta la  presencia de W y C, y en la  fase metálica se detecta y cuantifica un 52 % de
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Co, 22.8 % de Ni, 12 % de Fe, 1.9 % de Mo, 1.86 % de Cr y un 10.4 % de W. Asimismo mediante 
las imágenes de rayes x de zonas concretas de la  estructura y mediante la  u tilizac ión  de la 
técnica LP (line  p ro file ) se ha conocido los cambios de concentración de los d istin tos ele­
mentos a través de la  estructura, observándose que la  concentración de W en los carburos no 
es uniforme ya que es mayar en e l in te rio r que en la  perife ria  de los carburos y que también 
se detecta Co, Ni y Fe en la  perife ria  de los mismos. De la  misma manera se detecta la  exis­
tencia de W en la  fase metálica.
Estas variaciones elementales tanto de W como de Co, Ni y Fe se interpretan caro conse­
cuencia de los fenómenos de difusión entre los carburos y la  fase metálica.
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EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO COMO INSTRUMENTO DE 
ESTUDIO DEL BIODETERIORO DE OBRAS DE ARTE.
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Introducción:
. Los m a te r ia le s  de co n s tru cc ió n  soportan  e l c re c im ie n to  de d ive rsos  
organismos sobre su s u p e r f ic ie .  Los prim eros co lon izado res  son, a menudo, 
a lgas  m icroscóp icas a e r o f i t ic a s  que tie n e n  c a rá c te r ís t ic a s  s im ila re s  a 
la s  de la s  a lgas p ione ras  de lo s  sue los  no inundados y , en algunos casos, 
se t r a ta  de la s  mismas especies. Las a lgas f a c i l i t a n  la  re te n c ió n  de 
agua, que es e l p r in c ip a l fa c to r  de e ro s ió n , y crean cond ic iones que 
perm iten  e l c re c im ie n to  b ac te ria n o  o fu n g ic o , dando lu g a r a comunidades 
m icrob ianas que a lte ra n  la  s u p e r f ic ie  de la  p ie d ra . E l e s tu d io  in  s i t u  de 
es tas  comunidades m ediante e l fEB p roporc iona  una in fo rm ac ión  básica 
sobre e s to s  organismos m icroscóp icos y e l d e te r io ro  de lo s  m a te r ia le s .
Material y Métodos:
El m a te r ia l examinado se obtuvo de la  s u p e r f ic ie  de d is t in ta s  
e s ta tu a s  de te r ra c o ta  que se encuentran en la  Puerta de l Perdón de la  
c a te d ra l de S e v i l la ,  raspando zonas co lon izadas . Para la  observación  en 
m icroscop io  e le c tró n ic o  de b a r r id o  se u t i l iz a r o n  fragm entos que 
presentasen c re c im ie n to  a lg a l,  f i já n d o la s  durante  dos horas en una mezcla 
de g lu ta ra ld e h id o  a l 5*/. y paraforma 1 deh i  do a l 27. en tampón c a c o d ila to  0,1 
M a pH 7 .2 , p o s tf i ja n d o  con osmio a l 17., desh id ra tando con a lco h o l y 
recubriendo  con o ro . Las observaciones se lle v a ro n  a cabo con un HITACHI 
H-800.
Resultados y Discusión:
Se han h a lla d o  comunidades e p i l í t i c a s  o c a s m o lític a s  de m icroa lgas 
formando ve rd ine s  o b io f i lm s  no con tinuos  sobre todas la s  m uestras, 
lo c a liz a d a s  en la  s u p e r f ic ie  e x te r io r  de la s  te r ra c o ta s . La biomasa es 
más abundante en la s  zonas p lanas o en a q u e lla s  que presentan 
concavidades, in troduc iéndose  en f is u ra s  y g r ie ta s .  En algunas muestras 
lo s  fila m e n to s  a lg a le s  forman • asoc iac iones con musgos, f ila m e n to s  
fú n g ico s  y /o  liq úenes . También se ha observado pequeños t a l lo s  de 
p la n ta s . La germ inación de la s  s e m illa s  es más le n ta  en p resencia  de la  
capa a lg a l que en e l sue lo  desnudo pero, una vez ha te n id o  lu g a r, su 
d e s a rro llo  es más rá p ido  (1 ) .  Este hecho in tro d u ce  un nuevo fa c to r  de 
d e te r lo ro .
Las a lgas más abundantes y que se encuentran en mayor número de la s  
muestras es tud iadas son la  c ia n o fíc e a  fila m e n to sa  M icroco leus va a ina tus  y 
e l a lga  verde fila m e n to sa  Klebsorm idium  fla cc id u m  (F igu ra  1 ). Las
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c ia n o fíc e a s  fila m e n to sa s  pueden c o lo n iz a r la  s u p e r f ic ie  de las  
e s ta tu as  de forma a is la d a  o con o tro s  taxones, formando un in ic io  de 
e s t r a t i f ic a c ió n .  En es te  caso la  capa e x te r io r  sue le  ser de
c ia n o fíc e a s  m ien tras  que, generalm ente, K. fla cc id um  se encuentra 
debajo de e l la s .  En zonas con mayor humedad, o más p ro te g id as  de la  
desecación, K. f la cc id u m  se encuentra s o la  formando haces de 
f ila m e n to s . También se observan fragm entos re te n id o s  por la  mezcla de 
la s  a lg a s . Algunos parecen ser de l mismo m a te r ia l de la  e s ta tu a , pero 
en o tro s  casos se t r a ta  de p a r tíc u la s  de po lvo  y carbonáceas 
procedentes de la  combustión de derivados del p e tró le o , y depositadas 
en la  s u p e r f ic ie  (F igu ra  2 ) ,  lo  que e v id en c ia  e l papel de los  
.c re c im ie n tos  a lg a le s  en la  form ación de co s tra s  o p á tin a s . En la s  
muestras es tud iadas lo s  mucí lagos, que son e l producto  de una 
adap tac ión  a la s  cond ic iones desfavorab les de es tos  h a b ita ts  
extrem os, son lo s  p r in c ip a le s  responsables de la  f i ja c ió n  de los  
f ila m e n to s  a lg a le s  a l s u b s tra to . A l desercarse se re tra e n  y arrancan 
la s  p a r t íc u la s  sobre la s  que se han f i ja d o  la s  bases de los  
f ila m e n to s , que quedan un idos a l b io f i lm .  No pueden ademas descarta rse  
como causas de d e te r io ro  la  form ación de ác idos o rgán icos n i la  
a c id i f ic a c ió n  del s u b s tra to  producida por la  re s p ira c ió n  de la  
comunidad (2 ,3 ) .
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PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL CONTROL DE 
FABRICACION EN MICROELECTRONICA
Salvador Hidalgo, Antonio Fauquet 
Centro Nacional de Microelectrónica (CSIC-UAB) 
Campus de la UAB. 08193 Bellaterra (Barcelona)
itroducción:
Tanto en la puesta a punto de una tecnología, como en el análisis de fallos, es importante realizar unos 
controles de forma sistemática que permitan contrastar la bondad de las diferentes etapas de fabricación 
de los dispositivos, mediante unas técnicas sencillas y repetitivas.
La estrategia de análisis de una muestra microelectrónica se basa en dos etapas complementarias: 
un estudio superficial de las diferentes capas que la componen, y otro tridimensional con el fin de 
observar su estructura vertical.
Material y Métodos:
El estudio tridimensional se realiza mediante la técnica de microsección, que consiste en un corte 
transversal en la zona de estudio, tal como se describe en [1]. Esta se basa en la utilización para el 
desbaste/pulido de discos de polyester autoadhesivos provistos de una fina y homogénea capa de 
materiales abrasivos de diferente granulometría y dureza, utilizando el agua DI como elemento 
refrigerante.
Esta técnica presenta tres dificultades: el pequeño espesor de las capas consideradas, la distinta 
naturaleza de los materiales presentes, y la necesidad de observar la estructura en un plano de corte muy 
preciso. Con el fin de minimizar estas dificultades hemos diseñado un nuevo cabezal para la pulidora, 
que consiste en un bloque cilindrico con una entalladura longitudinal que, junto con la guía de 
portacabezal, le asegura una caída vertical y coplanaria sobre el disco abrasivo.
Resultados y Discusión:
Este cabezal se complementa con un portamuestras para el SEM compuesto por un tornillo de cabeza 
exagonal planarizado según el ángulo deseado, permitiendo una sencilla reorientación de la muestra. La 
elección de los discos abrasivos depende de la dureza del material a tratar y de la distancia del área de 
interés al borde de la misma, aunque de forma general utilizaremos un disco de Carburo de Silicio de 
9 mieras de grano para el desbaste, seguido de discos 5 y 1 mieras de Oxido de Aluminio para el pulido 
fino y el acabado.
Tras el proceso de pulido se procede a un ataque químico para realzar las diversas capas que 
componen el dispositivo. Partimos de la solución denominada Dash Etch [2] que está compuesta por 
3:1:12 /  H N 0 3:HF:HAc. La base de este revelado consiste en la inmersión en la mezcla de la muestra 
en posición invertida, de forma que sobre ella incida directamente la luz reflejada en la base del 
recipiente, con el fin de evitar el depósito de precipitados que dificulten la reacción. Esta solución se 
comporta como un buen revelador de propósito general, produciendo una buena delincación de todas 
las capas (figura 1).
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El análisis superficial se basa en el estudio de las diferentes capas que componen la muestra y 
en su eliminación selectiva para obtener información de la posterior. Así, las capas de pasivación 
mediante nitruro o poliamida se atacan con plasma de 0 2 y CF4, mientras que los óxidos se eliminarán 
fácilmente mediante HF. La metalización se elimina mediante la solución 2:1:1:16 / 
H20 :H N 0 3:HAc:H3P 0 4, mientras que el polisilicio se eliminará atacando el óxido sobre el que está 
depositado, alcanzando de esta forma el nivel silicio.
Si no metalizamos la muestra, observamos la definición de las distintas zonas N y P que 
componen el dispositivo, debido a que los fenómenos de absorción y emisión de electrones dependen del 
dopaje de estas zonas (figura 2), resultado equivalente al obtenido en el OM tras una tinción selectiva 
de dichas zonas mediante la solución 3-1 Stain (3:1:10 / H N 0 3:HF:HAc), que observada en el SEM sin 
metalizar nos permite determinar el canal activo del dispositivo por la razón anteriormente expuesta de 
la absorción/emisión en función del dopaje, que a su vez es un resultado equivalente al obtenido en el 
OM tras un revelado de uniones con la solución 3:1:3 / H N 0 3:HF:HAc.
Con todo ésto podemos concluir que hemos presentado una sencilla metodología para el control 
de procesos y/o análisis de fallos, un diseño propio para el cabezal de la pulidora que permite una 
sencilla reorientación de la muestra, fijando el plano de pulido el portamuestra del SEM. También se 
han presentado mejoras en la aplicación de diferentes técnicas para los ataques y revelados de las 
diferentes capas, habiéndose obtenido unos resultados satisfactorios y repetitivos, que permiten su 
utilización de forma universal para la observación de las muestras tanto en el OM como en el SEM.
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MORFOLOGIA DE LAS GRIETAS Y ANALISIS FRACTOGRAFIOO DE LA ALEACION 
TÍ-6A1-4V A FATIGA OLIGOCICLICA.
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Introducción:
El objetivo del presente trabajo ha sido el estudio de la morfología 
de las grietas producidas por deformación cíclica, observando su evolución 
hasta fractura, en la aleación TÍ-6A1-4V con rhicroestructuras: "mill- 
annealed" -procedente de forja a 9502C y recocidas a 700SC durante 2 
horas- y Widmanstatten, obtenida mediante tratamiento térmico a 1050QC 
durante 1 hora y enfriadas en el interior del homo. La aleación en ambas 
microestructuras presentan un reblandecimiento cíclico desde el primer 
ciclo hasta fractura (1), siendo superior para el material "mill-annealed". 
En estudios de fatiga de muchos ciclos se ha demostrado que la propagación 
de las grietas es mas sensible a la m i croes tructura en el material Widmans 
Material y Métodos: tatten que en el material "mill-annealed" (2).
Las probetas pulidas y atacadas de ambas microestructuras se someten 
a ensayos de deformación cíclica de tracción-ccmpresión a diferentes 
amplitudes de deformación y número d€ ciclos, llevándose por lo menos 
una probeta a rotura. El estudio de 1¿ nucleación y propagación de las 
grietas se ha realizado mediante Microscopía Electrónica de Barrido, 
no sólo por la geometría cilindrica de la probeta, sino también por la 
profundidad de campo que permite observar la nucleación de grietas en 
su etapa inicial en relación a la microestructura. Las grietas superficial 
es se observan directamente, mientras que un corte longitudinal permite 
revelar su penetración hacia el interior en el estado I de propagación.
Resultados y Discusión:
La nucleación de grietas es similar en ambas microestructuras, puesto 
que en ambas se observa el inicio de grietas en bandas de deslizamiento 
de la fase (granos equiáxicos de la estructura "mill-annealed" y placas 
oC de la estructura Widmanstatten), a lo largo de las i n t e r c a r a s y  
a través de las intercaras oí-/3 (Figura 1). Sin embargo, existen diferencias 
ya que el material con estructura "mill-annealed" presenta en ciertor 
casos nucleación de grietas en el interior de los granos eauiáxicc 
de<MFigura 2). La nucleación de grietas en intercaras «-ft puede explica- 
por la deformación incompatible por deslizamiento plástico en*: 
dos fases de diferente estructura cristalina io cual conduce 
hesión. La nucleación de grietas en fase <X , tanto en granos equiáxicos 
cano en placas de Widmanstatten debe explicarse ¿ deslizamiento planar 
que tiene lugar en la estructura hexagonal.
Las superficies de fractura para el material con microestructura "mill- 
annealed" tienen una morfología plana, no observándose que la propaga­
ción de grietas sea sensible a la microestructura de este material.
En el caso del material con microestructura Widmanstatten, las superfi­
cies son muy facetadas correspondiendo a la orientación de las placas 
de Widmanstatten. En estas superficies de fractura se evidencia la preéen 
cia de estrias correspondientes a la propagación de la grieta. La enorme 
sensibilidad a la microestructura que se observa en la propagación de 
las grietas explica que la velocidad de propagación sea mucho menor 
en esta microestructura que en el material "mill-annealed" (3).
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Fig.1 - Grietas a lo largo y a Fig.2. Grieta en el interior de
través de las intercaras <*-p> . un grano o< . Cada trazo 1 yum.
Cada trazo 10yum. '
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ILIZACION DE LOS ELECTRONES RETRODISPERSADOS PARA LA 
RACTERIZACION TEXTURAL DE LAS ROCAS
Menéndez, M. Montoto y C. de Llanos.
partamento de Geología (Area de Petrología y Geoquímica) 
Lversidad de Oviedo 
380 Oviedo
ze ya tiempo que se viene utilizando el M.E.B. para el estudio 
Ktural de rocas tanto cementadas como cristalinas. En la 
/oría de los trabajos la observación se realiza utilizando un 
bector de electrones secundarios. En este trabajo se constata
utilidad de de los detectores de electrones primarios retro- 
spersados en estos estudios.
iemos diferenciar tres grandes grupos en los que estas 
servaciones son de gran utilidad:
Al estudiar diferencias composicionales dentro de una roca, 
mo es sabido la cantidad de electrones retrodispersados que 
ite un material al incidir sobre él un haz de electrones 
pende del número atómico medio de este material. Así super­
óles que al ser observadas mediante un detector de electrones 
óundarios presentan una coloración uniforme al utilizar los 
ectrones retrodispersados presentan diferencias notables en los 
veles de gris asimilables a diferencias en la composición de 
s cristales.
Al estudiar la microfisuración de una roca y utilizando un 
tector de electrones retrodispersados, las diferencias en el 
lieve quedan claramente de manifiesto.
Al estudiar la porosidad de las rocas, fundamentalmente de las 
mentadas. Si impregnamos estas rocas con una resina al observar 
a superficie de las muestras así preparadas, los espacios 
cios rellenos con esta resina presentan una intensidad en la 
isión de electrones retrodispersados distinta a la de los 
anos minerales.
251
La seiejante elisión de electrones secundarios por los íinerales del granito iipide discriiinar aspect< 
texturales (bordes de grano, fases íinerales...)(A). Sin eibargo, la elisión de electrones retrodispersad< 
al depender de diferencias coiposicionales, ofrece un íayor contraste entre íinerales distintos (B).
Taibién los electrones retrodispersados, íodalidad topografía (B), son iás útiles que los secundarios (i 
para la discriiinación de fisuras en análisis fractográficos.
Para observar la porosidad de las rocas, éstas suelen iipregnarse con una resina epoxy. Con electrón* 
secundarios no existe suficiente contraste entre resina y granos (A). Con electrones retrodispersados U  
diferencias son lucho íayores (B).
2 5 2
"ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE ALTA RESOLUCION (HRTEM) DE UN SISTEMA HETEROEPITAXIAL CON UN ALTO DESAJUSTE0
S.I.Molina, G.Aragón y R.García
Departamento de Química Inorgánica Facultad de Ciencias. Universidad de Cádiz. Apdo. 40 11510 Puerto Real (Cádiz). España.
troducción:
En este trabajo se analiza, mediante HRTEM, 
la estructura de defectos en la región 
interfacial de sistemas InAs/GaAs (que poseen un desajuste
alto, ( (ainAs-aGaAs)/aGaAs)=0-07.2 ' crecidos por epitaxia de 
haces moleculares de capas atómicas (AL M B E ), técnica que 
permite un crecimiento bidimensional. Se han encontrado 
contrastes en forma de bandas en la región interfacial; se dan 
posibles explicaciones para los mismos. También se presentan 
los resultados de un estudio teórico sobre las mejores 
condiciones para obtener información química en interfases a 
partir del uso de HRTEM.
aterial y Métodos: Se ha estudiado un sistema heteroepitaxial InAs/GaAs, habiendo sido crecido el InAs por 
ALMBE hasta un grosor de 0.25 um sobre un substrato de GaAs a 
la temperatura de 400°C (el crecimiento se hizo en el Centro 
Nacional de Microelectrónica en Madrid). Se han preparado 
muestras en "cross section" para su estudio por HRTEM (en 
dicho estudio las muestras fueron orientadas con su eje de 
zona [110] paralelo al haz de electrones incidente) según el 
procedimiento convencional de clivado, lijado-pulido, dimple y 
ion mili. La microscopía electrónica de alta resolución se ha 
realizado en los microscopios electrónicos JEOL 2000 EX 
(Univ.Cádiz) y JEOL 4000 EX (Univ.Oxford).
¡sultados y Discusión:
1 . D istrib u ció n  de d islo cacio n es en la  in te r fa s e .
Se han encontrado los siguientes tipos de dislocaciones en 
regiones de InAs próximas a la interfase:
-de Lomer (suman las tres cuartas partes del número total)
-de 60° no disociadas .
-de tornillo disociadas en dos de 30° (éstas son excepciones) 
La mayoría de las dislocaciones están concentradas alrededor 
de la interfase, es decir, que el desajuste entre los 
parámetros substrato-epicapa se relaja rápidamente gracias a 
la aparición de dislocaciones de desajuste(fig.1). Esta es une 
situación favorable para la utilización de un material con 
alto desajuste en dispositivos optoelectrónicos(ref.1).
Se han observado unos contrastes en forma de bandas "én
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región interfacial (fig.2). La principal causa que justifica 
este fenómeno de deformación es la existencia de escalones 
en la interfase -que se dan en nuestro material- (ref.5).
2 .Estudio te ó ric o  de la s  mejores condiciones para a n alizar  
la  composición química en una in te r fa s e  InAs/GaAs a n iv e l de 
celda unidad, a p a r tir  de medidas de HRTEM.
Se supone la existencia de aleaciones desordenadas 
GaxIn1_xAs. El estudio se ha hecho a partir de la función 
0 (x), siendo 0 el parámetro definido en el método de "vector 
pattern recognition" (ref.4), habiéndose usado unas 
condiciones normales de trabajo en un JEOL 2000EX (con la 
muestra orientada según el eje de zona [110]). Para grosores 
de 100, 220 y 340 Á se obtiene una mayor facilidad relativa 
para diferenciar InAs de GaAs. En general se observa una 
baja dependencia de la forma de la función 0(x) con la 
apertura de la lente objetivo. Hasta grosores de muestra (t) 
de 80 Á se encuentra que 0(x) es lineal; x vendrá dado por 
x=1-0/0x_q . Al aumentar el grosor, 0(x) se hace no lineal; 
hay algunos casos (t=180 Á, x:[0.6,0.8]; t=360 Á, 
x:[0.4,0.6]) en los que se diferencia mejor la composición.
Bibliografía l.A.Ruiz, L.González, A.Mazuelas, F.Briones. Appl.
Pnys. 1990 (aceptado para publicación)
2 .M.M.J.Treacy, J.M.Gibson. J .Vac.Sci.Technol. B4(6) (1986)
1458-1466
3.S.N.G.Chu, A.T.Macrander, K.E.Strege, W .D .Johnston, Jr. 
J.Appl.Phys. 57(2) (1985) 249-257
4. A.0urmazd J.Crystal Growth 98(1989)72-81
5 . M.M.J.Treacy NATO ASI Serie B: Physics 203 (1989) 255-266
6 . F.Glas, C.Guille, P.Hénoc, F.Honzai IOP Conf. Series 87: 
Section 2 (1987) 71-76
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METODOS DE CONTRASTE DE VOLTAJE CUALITATIVOS CON HAZ CONTINUO
E. MONTERO, I. REBOLLO, R. GARCIA 
Laboratorio de Componentes 
TECNOLOGICA, S.A.
Introducción:
Las técnicas de Contraste de Voltaje (CV) como instrumento de análisis de la distribución de potenciales superficiales, 
presentan extraordinario interés en la verificación de las características eléctricas de los dispositivos electrónicos 
complejos. Como consecuencia, se han desarrollado una decena de diferentes técnicas de CV En este trabajo se 
revisarán aquéllas técnicas de CV cualitativas con haz continuo, dedicando especial atención a la denominada Digital 
Diflerential Voltage Contrast (DDVC). Se presentarán resultados prácticos, obtenidos en nuestro Laboratorio 
En esencia, la técnica de Contraste de Voltaje (CV) consiste en, por una parte, la aplicación a la muestra, desde el 
exterior del microscopio electrónico de barrido (MEB), de algún tipo de señal eléctrica y, por otra, en el análisis de 
aquellos efectos detectables mediante la señal de electrones secundarios y producidos como consecuencia de haber 
provocado un cambio de potencial en toda o en parte de la superficie de la muestra 
La baja energía característica de los electrones secundarios hace que éstos presenten una elevada sensibilidad a 
campos eléctricos no muy elevados. Será muy fácil, por lo tanto, influir sobre ellos mediante potenciales de sólo unos 
pocos voltios en la superficie de la muestra.
Material y Métodos:
Nuestros trabajos se llevaron a cabo, básicamente, mediante la utilización en un MEB Hitachi 570. Para la realización 
de las técnicas de Contraste de Voltaje Estático y Codificación de Voltaje se hizo uso de instrumentación diversa, tal 
como fuentes de alimentación, generadores de señales, caja de conexiones, etc.
En el caso de la técnica Diflerential Digital Voltage Contrast, el microscopio electrónico de bamdo se conectó a un 
ordenador POP 11, el cual es el encargado no sólo de efectuar la adquisición y procesamiento digital de los datos, sino 
que también de actuar como controlador del propio microscopio y de las señales que se aplican al dispositivo
La programación para la adquisición y tratamiento de imagen permite el establecimiento de los parámetros de partida, 
así como determina el comienzo de la adquisición de las citadas muestras por punto con señal y la adquisición de las 
mismas sin señal. Efectúa también la sustracción de los resultados de ambos, la fijación de la intensidad umbral, la 
división por el brillo y envía los resultados al monitor. Este proceso se repite hasta completar la totalidad de los puntos 
de la pantalla
Resultados y Discusión: . r„ . .
Contrasté de voltaje cualitativo estático El Contraste de Voltaje Cualitativo Estático es la mas simple e inmediata de 
las técnicas de contraste de voltaje. Consiste sencillamente en aplicar tensión continua a alguna parte, o partes, de 
la muestra. La imagen de electrones secundarios nos da cuenta inmediata de los efectos producidos. Basándonos en 
esta variación del brillo tras la aplicación de tensión podremos distinguir fácilmente las pistas polarizadas de aquéllas
que no lo estén.
El contraste de voltaje estático tiene variadas aplicaciones en identificación de elementos en dispositivos electrónicos, 
o en análisis de fallos. La localización de un cortocircuito entre dos pistas se ilustra en la figura 1 Presenta, sin 
embargo, bastantes limitaciones
Codificación de Voltaje Este método, definido por D.L. Crosthwait, fue posteriormente descrito con detalle por 
Lukianoff y Touw, quiénes lo denominaron Voltage Coding'. Permite la visualización, en la pantalla del MEB, de voltajes 
periódicos de frecuencia en el rango de los kilohertzios, hasta un máximo de unos pocos megahertzios.
La técnica de codificación de voltaje se basa en la transformación de la frecuencia y fase temporales de las señales 
dinámicas de entrada al dispositivo, en frecuencia y fase espaciales en la imagen de contraste de voltaje Esta 
transformación es consecuencia de la interferencia entre la señal aplicada al dispositivo y la señal de barrido del MEB 
Un pulso de voltaje en la superficie del dispositivo se convierte, por efecto del barrido del haz, en una banda en la 
pantalla del MEB; una serie de pulsos se convertirá en un cierto número de bandas claras y oscuras superpuestas a 
la zona del dispositivo por la que circule la señal. La técnica de godificación de voltaje permite, por lo tanto, observar 
diferencias de magnitud, de frecuencia y de fase entre pulsos aplicados al dispositivo.
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diferencias de magnitud, de frecuencia y de fase entre pulsos aplicados al dispositivo
Contraste de voltaje selectivo. La eliminación efectiva de los contrastes topográfico y composicional mediante el aislamiento 
del contraste debido al voltaje, es el objetivo que, por diferentes caminos, persiguen todos los métodos agrupados bajo la 
denominación de contraste de voltaje selectivo. Se pretende obtener exclusivamente información eléctrica en forma de un 
mapa de potenciales de la superficie de la muestra.
Trataremos a continuación uno de estos métodos de contraste de voltaje selectivo: el denominado Digital Diflerential 
Voflage Contrast (DDVC), desarrollado por Sardo y Vanzi. La técnica se basa, en esencia, en la sustracción de la imagen 
polarizada de la no polarizada. Pero no de la forma que parece mas inmediata, imagen completa polarizada de imagen 
completa no polarizada, sino que la imagen final se forma punto a punto y según el proceso que describiremos a 
continuación. Al dispositivo se le aplicará una señal variable con el tiempo (en concreto una onda cuadrada) y, por lo tanto, 
no continua como ocurría en el caso de Contraste de Voltaje Estático. A continuación se hace recorrer el haz electrónico por 
la zona de interés pero dejando que permanezca sobre cada punto un tiempo muy breve (del orden de unos pocos 
microsegundos). el tiempo justo para la adquisición de la señal de salida del detector de secundarios con la muestra 
recibiendo señal y sin recibirla. Acto seguido se digitalizan ambos valores y se realiza, mediante ordenador, la sustracción 
de los mismos, resultado que se lleva a la pantalla del MEB. Repitiendo este proceso para cada uno de los puntos de la zona 
de interés, se llegará a la imagen de contraste de voltaje prácticamente pura, sin apenas contenido topográfico ni 
composicional.
La fotografía.3 muestra un ejemplo de DDVC. sobre un inversor CMOS, cuya imagen de secundarios aparece en la figura 
2. Notemos como la aplicación del DDVC revela
I) Información eléctrica casi en exclusiva: eliminación prácticamente total de los contrastes topográfico y composicional
II) El efecto inversor sobre la señal de entrada. Se observa la entrada 1 (negra, *5V) y la salida 2 (blanca. 0V) del inversor
III) Cierta información no detectable en la imagen de electrones secundarios: La interconexión de la pista 2 y una resistencia
difundida R que conecta la metalización superior con el transistor Q1.
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MICROESTRUCTURAS PRESENTES EN EL ALUMINIO DE MUY ALTA PUREZA (6N Y 5N) 
DEFORMADO POR FLUENCIA
M.L. Nó, C. Esnouf*, J. San Juan**
Dpto Física Aplicada II, *G.E.M.P.P.M., **Dpto Física Materia 
Condensada
Fac. Ciencias Univ. Pais Vasco, * I.N.S.A. de Lyon (Francia),
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oducción: El estudio de la movilidad de las subjuntas creadas durante un 
iyo de fluencia puede ser de gran importancia a la hora de analizar los 
mismos que controlan el estadio II de fluencia, así como los mecanismos 
controlan la plasticidad de los materiales poligonizados. Dicho estudio 
ie llevarse a cabo tanto mediante el análisis de las dislocaciones que 
itituyen dichas subjuntas como a través de estudios dinámicos observando 
:omportamiento de las subjuntas en función de la temperatura de recocido 
; la tensión aplicada. En ésta comunicación se examinará la naturaleza de 
dislocaciones que constituyen las subjuntas así como su posible movili- 
. Por otra parte, dado que las propiedades anelásticas evolucionan en fun- 
1 del grado de impurezas, se ha examinado su efecto sobre la microestructura.
ferial y Métodos:
A fin de estudiar las características de la poligonización teniendo 
sólo en cuenta la movilidad de las dislocaciones se ha elegido un alumi- • 
de muy alta pureza 99.9998% (6N) Dado que las características anelásti- 
quedan afectadas por 10 ppm de impurezas también se han examinado mues- 
> de Al 99.999% (Al 5N) /1,2/. El tamaño de subgranos ha sido medido me- 
íte microscopía electrónica de barrido en modo electrones retrodifundidos. 
íicroscopía electrónica de transmisión nos ha permitido determinar la na- 
ileza de las dislocaciones que constituyen las subjuntas así como la 
jrientación entre subgranos /1,2,3,4/.
jltados y Discusión:
Las observaciones mediante MEB indican que el tamaño de subgrano osci- 
ntre 23 y 35/tm independientemente de la pureza del material.
Por otra parte, el análisis de las subjuntas de poligonización median- 
ET nos ha conducido a los siguientes resultados generales tanto para el 
N como para el Al 6N.
general las desorientaciones entre subgranos son bastante inferiores al 
ado si bien en alfunos casos (fluencia realizada a 575K) se han observa- 
desorientaciones en torno de los 2o. Por otra parte muchas de las sub- 
ntas cambian de orientación a lo largo de la misma, lo que hace dificil 
terminar el grado de desorientación.
s subjuntas están constituidas por 1,2,3 ó 5 familias de dislocaciones 
endo las más numerosas las de 3 y 5 familias.
s constituidas por 1 familia de dislocaciones son generalmente subjuntas
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de f le x ió n  donde la s  d is lo cac ion e s  son a 60°. Así pues estas subjun tas se 
pueden mover unas veces por des lizam ien to  de la s  d is lo cac ion e s  que la s  
co ns titu yen  y o tra s  por escalada /1 - 3 / .
- Las sub jun tas formadas por 2 fa m ilia s  de d is lo cac ion e s  pueden moverse, er 
g ene ra l, mediante escalada de la s  d is lo cac ion e s  que la s  co ns titu yen  / 2 / .
-  Las subjun tas c o n s titu id a s  por 3 fa m ilia s  de d is lo cac ion e s  generalmente 
tie n e n  3 d is lo ca c io n e s  ca s i h é lic e s  ó 2 a 60° y 1 ca s i h é lic e .  Del mismo 
modo la s  sub jun tas formadas por 5 fa m ilia s  están generalmente formadas pe 
2 d is lo ca c io n e s  a 60° y 3 ca s i h é lic e s  / 2 / .  En todos estos casos la  sub­
ju n ta  podrá se r m óv il s i  la s  d is lo ca c io n e s  c a s i h é lic e  se lle v á n  a su po: 
c ión  h é lic e  mediante escalada ó medinate tens iones lo  su fic ien tem en te  ele 
vadas / 2 , 3 / .  A con tinuac ión  la  sub junta  so lo  podrá ser m ó v il a temperatu] 
lo  su fic ie n te m e n te  elevadas como para que la s  d is lo cac ion e s  puedan d e s li;  
sobre planos no compactos d e l t ip o  100 mediante un mecanismo ind icado  pe 
C a illa rd  /5 /  (mecanismo de F r ie d e l-E s c a ig ) . A d ichas tem peraturas la s  sul 
ju n ta s  podrán moverse, en g ene ra l, mediante e l des lizam ien to  de la s  d is i»  
caciones a 605 en sus planos compactos y de la s  d is lo cac ion e s  h é lic e  sob: 
p lanos de des lizam ien to  no compactos {100} .
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Subjunta c o n s titu id a  por 3 fa m ilia s  de d is lo c a io n e s . Indexación
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Determinación estructural del BaFeO por HREM y CIP
1 2.50 K  7
M. Parras, X Zou, S. Hovmoller, M. Vallet-Regí? J.C. Grenier3y 
J.M. González-Calbet.
Dpt. Q. Inorgánica, F. Químicas. U. Complutense, 28040-Madrid.
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Introducción. El estudio del óxido BaFeO^ __o por medio de difracción de
rayos X ha dado lugar a una considerable polémica acerca del tipo 
estructural de dicho material, ya que su complicado diagrama de 
difracción de polvo ha sido interpretado en base a diferentes tipos de 
celda unidad (1,2).Con objeto de determinar la verdadera simetría de la 
celda, realizamos un estudio por difracción de electrones que permite 
concluir que se trata de una celda múltiple derivada de la estructura 
perovskita con simetría monoclínica, grupo espacial P2i/c y parámetros a 
= 6.969(1) A, b = 11.724(1) A. c = 23.431(5) A, ¡3 = 98.74°. La celda 
monoclínica contiene 28 subceldas perovskita y, por tanto, una 
composición Ba Fe 0 (3).
r  28 28 70
M o te r ic l  y Métenos:
La muestra de composición nominal BaFeO , fue
K  2.50
preparada por reacción en estado sólido a partir de las cantidades 
estequiométricas de a-Fe 0 y BaCO a 1100 C (24 h.), en atmósfera de Ar
M  2 3 7 3
Dada la dificultad de obtener microcristales de Ba Fe 0 ,
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hemos utilizado la microscopía electrónica de alta resolución (HREM) 
combinada con el procesado de las imágenes cristalográficas (CIP) para 
determinar la estructura.
Resultados v Discusión:
La imagen de alta resolución (HREM), según la dirección 
[100], figura 1, muestra un cristal bien ordenado.
El cálculo de la Imagen a partir de programas de 
simulación (4), no es posible ya que no es obvia la interpretación de la 
estructura a partir de la imagen. Por esta razón se calculó la 
transformada de Fourier de una zona de poco espesor del cristal (figura 
1) procesada ópticamente.
Después de asignar fases a las tres reflexiones más 
intensas del diagrama de difracción de electrones (DDE), se calculó el
259
mapa de densidad electrónica en la proyección (Okl), figura 2, que 
muestra 28 máximos que corresponden a las 28 posiciones atómicas de los 
metales, por celda unidad. La tercera dimensión de la celda unidad (a = 
6.969 Á), corresponde a una disposición en la que los átomos de hierro 
de una capa se sitúan sobre los de bario de la capa contigua.
Considerando todas las reflexiones, e imponiendo las 
condiciones de simetría del grupo espacial P2i/c, se obtiene el mapa de
densidad, en la misma proyección que el anterior, de la figura 3. Pueden 
observarse tres tipos de máximos de densidad debidos a tres entornos 
diferentes de los átomos metálicos que, de acuerdo con los resultados 
obtenidos por espectroscopia Móssbauer (3), corresponden a 12 átomos de 
hierro en coordinación octaédrica, 12 en tetraédrica y 4 en pirámides de 
base cuadrada. De acuerdo con ésto, las posiciones de oxígeno sin 
ocupar (indicadas por O  ) se ordenan a lo largo del eje c como se indica 
en la figura.
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PREPARACION DE HETEROESTRUCTURAS SEMICONDUCTORAS, POR SECCION 
TRANSVERSAL, PARA LA OBSERVACION EN TEM.
F. Peiró, J. Portillo, A. Cornet, J.R. Morante
Laboratori de Caracterització de Materials per la 
Microelectrónica. Dep. Física Aplicada i Electrónica. Univ. 
Barcelona. Diagonal, 645. Barcelona 08028.
Introducción: La preparación de secciones transversa 1 es por 
ataque químico o electrolítico, de muestras como las 
heteroestructuras de semiconductores resulta, muchas veces, 
ineficaz. La diferente naturaleza de los materiales que componen 
las estructuras, se traduce en una distinta velocidad de ataque 
con lo que se imposibilita la observación de las intercifies. 
En estos casos de muestras heterogéneas, el ataque iónico se 
configura como una técnica más adecuada, si bien persisten la 
mayoría de las dificultades. En el presente trabajo, se estudia 
el caso de heteroestructuras crecidas sobre sustratos de InP.
Material y Métodos: adelgazamiento iónico consiste en bombardear 
las dós carás de la muestra con haces de Ar+. La muestra 
mantiene un movimiento rotatorio durante el ataque, que finaliza 
cuando una fotorresistencia colocada debajo del soporte, detecta 
la luz provinente del láser situado en la parte superior. Las 
variables que intervienen son: intensidad de los haces iónicos, 
voltage de aceleración, ángulo de incidencia, naturaleza de los 
iones, velocidades de rotación de la muestra, temperatura a la 
que éste tiene lugar. En nuestro caso, la presencia de un 
s 1 emento tan volátil como el P, dificulta la optimización de 
estos parámetros.
íesultados y Discusión:
Para la mayoría de materiales semiconductores, 
(Si , AsGa,.. .), las condiciones óptimas suelen estar en 1 = 0.6mA, 
^05kV y a=15°. La utilización de estos parámetros fracasó debido 
a los siguientes problemas: el ataque tiene lugar de una forma 
areferencial sobre el sustrato, mientras las capas epitaxiadas 
uermanecen demasiado gruesas para la observación. Las muestras 
resultan observables cuando se prolonga el bombardeo hasta la 
Fragmentación del hilo central, con lo que se aumenta 
sxtraordinari amente la fragilidad de las preparaciones (fig.1). 
Este problema se solventó llevando a cabo el proceso mediante 
'otación selectiva. La velocidad de rotación de la muestra, es 
ie 2 rpm o 10 rpm según el sector en el que focalicen los haces
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de iones. Un segundo problema se planteó con la segregación de 
islas de In en el sustrato por evaporación del P (fig.2). Para 
evitarlo, se ensayó la realización del adelgazamiento, en un 
soporte refrigerado a 77 QK. Asi, se observó una disminución de 
la densidad y tamaño de las islas. Sin embargo, el estado del 
sustrato, y con él el de la interficie, resultó insuficiente 
para una correcta observación en alta resolución. El problema 
fue solventado utilizando valores menores de intensidad y 
voltage (0.2 mA por cañón y 3kV respectivamente). Otra variable 
determinante de la calidad de la muestra, resultó ser la 
naturaleza del gas empleado durante el proceso. Asi, la 
utilización del I*, condujo a resultados mucho más 
satisfactorios (fig.3). Por último, finalizar el ataque a un 
ángulo menor (a=10°) durante 2’, aumentó la región observable. 
Conclusiones: Las muestras presentan mejores carácteristi cas si 
se reduce el tiempo de adelgazamiento iónico. Un pulido mecánicc 
óptimo es una condición indispensable para que el ataque 
posterior no degrade las muestras antes de alcanzar el espesor 
minimo necesario para la observación. La rotación selectiva, 
favorece el adelgazamiento homogéneo de las estructuras. 
Finalmente, la intensidad del haz y la tensión deben ser bajas.
Bibliografía:
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E S T U D IO  DE LA IN F L U E N C IA  DE LA PREPARACION DE SUBSTRATO SOBRE 
LA C A LID A D  DE CAPAS C R EC ID AS POR E P IT A X IA  DE HACES MOLECULARES.
F. Peiró, J. Portillo, A. Herms, A. Cornet, J. R. Morante.
Laboratori de Carácter ització de Materials per la 
Mi croe 1ectrónica. Dep. Física Aplicada i Electronic. Univ. 
Barcelona. Diagonal, 645. Barcelona 08028.
Introducción: l_a optimización de los parámetros que intervienen 
en el crecimiento epitaxial de un material, ha resultado ser un 
requisito indispensable de cara a la fabricación de dispositivos 
electrónicos de calidad (1,2). Un paso previo a cualquier 
proceso tecnológico de epitaxia, precisa de un tratamiento del 
sustrato sobre el que se crecerán los materiales, con el objeto 
de obtener una superficie lo más perfecta posible al iniciar el 
depósito.
Material y Métodos: £n el presente trabajo se comparan 2 métodos 
distintos, A y B, de preparación de sustratos en cuanto a su 
influencia en la calidad estructural de los materiales crecidos. 
Las muestras observadas son capas de In*Al4 ,As de espesor y 
fracción X variables crecidas por epitaxia de haces moleculares 
( M BE) sobre un silicato de InP.
Las observaciones se han realizado con un microscopio HITACHI 
800 NA con una relación entre puntos de 2 ’7 A en muestras 
preparadas por sección transversal.
Resultados y Discusión:, . „  , , n ,
' Las muestras fueron preparadas de forma que el
haz de electrones incidiera según la dirección del eje de zona
< 1 10> . Para la observación en modo de contraste de difracción
se utilizó la reflexión 200. Para el estudio en HRTEM se
utilizaron las reflexiones mas próximas al haz transmitido: la
cuatro 111, la dos 200 > la 220, es decir nueve haces. En estas
condiciones, las imágenes muestran esencialmente la intersección
de los planos (111) > (111).
En la figura 1 se observa imagen de resolución por lineas de la 
interficie entre una capa de Inj.̂ Gajj.̂ As de 2 um de espesor y el 
sustrato de InP preparado según” el'método A. Podemos apreciar 
una perfecta correspondencia de los planos de la familia (111) 
a los lados de la interficie. La caracteristica mas notable es
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la ausencia de defectos en esta dirección a pesar de la 
existencia de una tensión entre la capa y el substrato. La 
interficie presenta una rugosidad entre 20 y 60 A. Cuando se 
aumenta la desadaptación del parámetro de mallas aparece en la 
interficie dislocaciones misfit 60 para adaptar las 
deficiencias critalinas de capa y substrato mientras que las 
regiones superiores han quedado libres de defectos, por lo 
tanto, con una mayor calidad estructural. La figura 2 muestra 
una imagen del mismo tipo de capa crecidas sobre substrato 
preparado según método B. Se observa una gran densidad ce 
defectos 'e interficies (defectos de apilamiento y microtwins). 
Los microtwins se propagan e interaccionan disminuyendo la 
calidad estructural de las capas obtenidas. En conclusión 
podemos decir que mientras que en uno de los métodos de 
preparación, la interficie es totalmente abrupta y la capa 
crecida muestra una relajación de red nucleada a partir de 
misfits localizados en la interficie, en otros casos se observan 
interficies menos abruptas y con rugosidad considerable. La 
presencia de restos del óxido nativo actúa como núcleo de 
defectos que se propagan en la capa la cual deviene inservible 
para la realización de dispositivos.
Bibliografía:
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E S T U D IO  DE I N T E R F I C I E S  EN HETEROESTRUCTURAS DE I n A l A s  Y In G a A s  
SOBRE I n P  PREPARADAS POR CLEAVAGE
F. Peiró, A. Vilá, A. Cornet, J.R. Morante.
Laboratori de Carácter ització de Materials per la
Microelectrónica. Dep. Física Aplicada i Electrónica. Univ. 
Barcelona. Diagonal, 645. Barcelona 08028.
Introducción: El desarrollo de dispositivos avanzados basados
en heteroestructuras de materiales III-V requiere el control 
de las carácter isticas de las interficies a escala átomica. En 
el caso de capas de InAlAs o InGaAs crecidas sobre InP, la 
diferente velocidad de ataque del substrato en relación con las 
capas así como los problemas ocasionados por la descomposición 
del mismo, dificultan la aplicación de la microscopía en sección 
transversal como herramienta de control. En este trabajo, se 
presenta un método alternativo de estudio de interficies basado 
en la observación de las zonas próximas a las aristas de los 
cristales obtenidos por "cleavage" de las muestras /1/.
Material y Métodos:
i.
Se han estudiado capas de InGaAs y InAlAs 
crecidas sobre InP. Estos materiales, al presentar una 
estructura cristalina del tipo fcc son susceptibles de ser 
escindidos (cleaved) según el plano (110) presentando un ángulo 
de 90° que permite realizar observaciones en las direcciones 
<001> y <010>. La región próxima a la arista de escisión es 
suficientemente delgada para ser observada por transmisión.
Resultados y Discusión:
En la figura 1 se observa la imagen en campo 
claro (BF) de una estructura constituida por una capa de InGaAs 
crecida sobre InP y preparada por cleavage. El espesor de las 
distintas capas así como las irregu1aridades en las interficies 
resultantes de gradientes de composición en la dirección de 
crecimiento pueden ser medidas fácilmente.
En la imagen representada en la figura 2 obtenida en condiciones 
de resolución de límeas pueden observarse mejor as 
características de la interficie. Tales como la rugosidad y 
abrupticidad de la transmisión entre los pianos de la caoa y ael 
substrato. Por otro lado, las imágenes, óptemelas en condiciones 
de campo oscuro (DF), de las muestras preparadas por cleavage
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permite poner en evidencia la existencia de fluctuaciones de 
composición. Asi, en la figura 3 podemos apreciar una 
fluctuación de contraste en una capa de In Al, As crecida sobre 
InP.
Estas fluctuaciones podrían ser debidas a paradas o cambios en 
la velocidad de depósito durante el proceso de crecimiento o, 
en general, a variaciones del flujo de la célula de Al.
En efecto, las variaciones de la fracción molar de Al dan lugar 
a una modificación del factor de estructura F200 /2/ que da lugar 
a un cambio en las intensidad del haz difractado responsable de 
las fluctuaciones de contraste presentes en las imágenes.
El método de cleavage presenta otras ventajas como son la 
ausencia de contaminación de la muestra, el no provocar defectos 
adicionales durante la preparación y, sobre todo, la rapidez con 
que puede llevarse a cabo. Como inconvenientes, destacan la 
escasa región observable de cada muestra, la rapida degradación 
de la misma por contaminación ambiental tras el cleavage y la 
dificultad del montaje sobre la anilla de cobre, agravada cuando 
el portamuestras del microscopio tiene un ángulo de tilt 
1 imitado.
Bibliografía:
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ESTUDIO HEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE CAPAS 
ENTERRADAS DE SiOj OBTENIDAS POR IMPLANTACION IONICA DE OXIGENO
. Pérez Rodríguez, A. Vilá, A. Cornet, J.R. Morante
aboratori de Caracterització de Materials per la Microelectrónica, 
p̂artament de Física Aplicada i Electrónica, 
liversitat de Barcelona. Diagonal 645. Barcelona 08028.
troducción: Dentro del campo de materiales para aplicaciones VLSI (Very 
irge Scale of Integration), las tecnologías SOI/SIMOX (Silicio sobre 
islante obtenido por implantación iónica de oxígeno y recocido térmico) 
-esentan un gran interés, debido a la mejora en el funcionamiento de los 
ircuitos obtenidos sobre estas estructuras /1/. No obstante, durante las 
iferentes etapas del proceso SIMOX se produce la introducción no 
itencionada de defectos. La optimización de esta técnica para la obtención 
j material de alta calidad requiere la caracterización estructural del 
aterial en función del proceso /1,2/.
iaterial y Métodos: En este trabajo se presenta la caracterización realizada 
odiante microscopía electrónica de transmisión de estructuras SIMOX 
Dtenidas en una única etapa (SS) y mediante implantación y recocido 
acuencial (SIA) /I/:
Spec.___  E.íkEVl. 4 i ^ ) _ j jip.(:c).. Trm ___ t (h)
SS________ 200 _ 1.7x 1018 _ 640______1300______6
SIA _ 200 3x (5x10IT) 640______1300 3x2 __
as observaciones se han realizado con un microscopio Hitachi 800 NA con una 
asolución entre puntos de 2.7 A.
esultados y Discusión:
En la figura 1 se observa la sección transversal de la 
structura SS. Está formada por una capa de Silicio libre de dislocaciones 
precipitados de SiOj, y una capa enterrada de óxido que presenta islas de 
i 1 icio en su interior. Los espesores de estas capas varían entre 280 y 310nm 
Si) y 240 y 330nm (Si02), respectivamente, observados a lo largo de 2pm de 
a estructura. El espesor de la capa de Si mostrado en la figura 1 es menor 
ue el indicado, debido a que durante la preparación de la muestra la capa 
ue adelgazada. Las islas de Si en la capa de SiO, se distribuyen en dos 
andas, a una distancia promedio de unos 100nm y ¿Onm de las interfícies 
i/Si02 superior e inferior, respectivamente. Su forma poliédrica es debida 
la minimización de la energía libre interficial /2/.
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La sección transversal de la muestra SIA (Fig. 2) presenta una estructura 
formada por tres regiones claramente diferenciadas: una primera capa de Si 
sin precipitados ni dislocaciones y de gran uniformidad dimensional (con un 
espesor de unos 235nm), una segunda región de Si con precipitados de SiOj y 
dislocaciones y la capa enterrada de SiO¿. Estas capas presentan espesores 
promedio del orden de 200 nm, y se caracterizan por presentar una interfície 
entre ellas con muchas oscilaciones, debido a la coalescenncia de 
precipitados de óxido en la capa enterrada. No obnstante, el espesor de la 
estructura total es bastante uniforme (de unos 650nm). Además, no hemos 
observado nunca la prolongación de los defectos de la segunda capa en la más 
superficial.
El análisis efectuado, por tanto, pone de manifiesto que los procesos SS y 
SIA utilizados no corresponden a procesos optimizados. Aún así, ambos se 
caracterizan por la obtención de una capa superficial de Silicio de alta 
calidad. El análisis de estas muestras mediante técnicas ópticas /3/ ha 
corroborado la alta calidad de la región superficial, indicando también una 
mejora de la calidad del material SIA respecto las estructuras SS.
Bibliografía:
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/2/.- A. Cornet, J. Portillo, A. Pérez Rodríguez, F. Peiró, J.R. Morante, 
a publicar en Anales de Física B
/3/.- A. Pérez, J. Portillo, A. Cornet, J. Jiménez, J.R. Morante, P.L.F. 




A N A L IS IS  DE DEFECTOS POR TEM EN CAPAS DE GaAs CRECIDAS SOBRE
S i
J. Portillo, A. Cornet. P. Peiro, A. Herms, J.R. Morante, Y. 
González, L. González, F. Briones.
Laboratori de Caracterització de Materials per la 
Mi croel ectróni ca. Dep. Fisica Aplicada i Electrónica, ümv. 
Barcelona. Diagonal, 645. Barcelona 08028.
ntroduccion: La  gran diferencia de parametros de malla que 
existe entre GaAs y Si (4%) da lugar a que las capas de GaAs 
crecidas por epitaxia sobre substratos de Si presenten una gran 
densidad de dislocaciones. Una de las soluciones propuestas para 
reducir esta densidad consiste en la utilización de la técnica 
de haz molecular por capas atómicas (ALMBE) (1). En dicha 
técnica, la estequiometri a de la superficie cambia bruscamente 
en cada ciclo, promoviéndose la nucleación bidimensional, 
incluso en condiciones de gran desajus de parámetros de red 
(2 )
Material y Métodos:
Las muestras t tudiadas fueron crecidas mediante 
la técnica ALML" en las primeras 0,2 um y haz molecular 
convenciona (MBE) póster iormente. Para su observación por
microscopía electrónica de transmisión, las muestras han sido 
preparadas por los métodos de sección transversal convencional
(3) por cleavage y por planar view.
Resultados y Discusión:
La figura 1 muestra una imagen TEM de capas de 
3aAs crecidas por ALMBE sobre un substrato de Si. En ella se 
□uede observar la presencia de una gran cantidad de 
dislocaciones, cuya distribución presenta las siguientes 
carácteristi casr (1) la densidad de dislocaciones decrece desde 
la interficie hacia la superficie, desapareciendo la mayoría de 
sllas a una distacia de unos 0,3 um o 0,4 um de la interficie.
(2) en su camino hacia la superficie estas dislocaciones se 
:urvan y vuelven a entrecruzarse hasta que desaparecen al 
sncontrar otra dis1ocación. Este comportamiento puede explicarse 
teniendo en cuenta que la tensión producida por la desadaptación 
del parámetro de malla tiende a curvar las dislocaciones
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filiformes hacia la interficie con el fin de que a 
interaccionar unas con otras produzcan dislocaciones "misfit 
en la interficie las cuales son las energéticamente favorable 
para adaptar capas de distinto parametros de malla. Para u 
mejor estudio de estos defectos, se han realizado observacione 
con la muestra planar view. Las imágenes en campo claro con e 
haz de electrones paralelos a la dirección 001 muestran la 
franjas de interferenci a Moire debido a las reflexiones (220 
del GaAs y del Si. Estos patrones Moire se ven modificados po 
la presencia de defectos en la interficie. La observación d 
imágenes en campo oscuro bajo diferentes condiciones d 
difracción permite obtener la red de dislocaciones presentes e 
la interficie. (figura 2). Las imágenes de alta resolucio 
permiten distinguir los 2 tipos de dislocaciones que aparece 
en la interficie, como dislocaciones Lomer y dislocacione 
misfit de 60 , esta última con su vector de Burger inclinado 45 
respecto a la linea de la interficie. La distancia'promedi 
entre las dislocaciones Lomer es de 90A. La diferencia con e 
valor esperado, si toda la desadaptación de red fuera acomodad 
por este tipo de dislocaciones 99 A es debida a la presencia o 
dislocaciones 60 menos efectiva para acomodar las redes.
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\RACIERIZACION POR MEB Y EDRX DE EFLORESCENCIAS SALINAS EN DIFERENIES MDNUMENTC6
* *
,L. Pérez Rodríguez, A. Justo Erbez, C. roqueda y E. Gómez Asensio
istituto de Ciencia de Materiales de Sevilla, Apdo. 1115, 41000 Sevilla
Instituto de Recursos Naturales y Agrobiología de Sevilla, Apdo. 1052, 41000 Sevilla
troducción:
El estudio de la alteración y conservación de obras de arte realizadas en piedra, 
irteros y pinturas, influidos por fenómenos de tipo salino es un problema de gran irrpor 
mcia. Uno de los primeros pasos es conocer el tipo de sales presentes ccn objeto de 
aluar el daño y poder actuar sobre ellas para su eliminación o inactivación.
Para el estudio de las sales es de gran importancia conocer su morfología, composición 
árnica, tipo de sal, así como su forma de interaccionar ccn la matriz. Para ello las 
cnicas más adecuadas sen la Microscopía Electrónica de Barrido con Analizador químico 
■ Energías de Rayos X, complementado ccn Difracción de Rayos X.
aterial y Métodos:
Las nuestras se pegan en el porta ccn carbón coloidal, o se depositan sobre una cinta 
hesiva de doble cara que previamente ha sido adherida al porta metálico. A continuación 
metalizan en un equipo Rolaren ccn oro y se observan al microscopio electrónico de 
rrido marca ISI modelo SS 40 a 20 Kv de tensión.
El estudio químico se realizó empleando un analizador de energías dispersivas de 
yos X marca Kevex, modelo 8.000.
La caracterización por difracción de Rayos X se llevó a cabo en un di frac tóme tro 
rea Siemens modelo D-501.
‘sultados y Discusión.-
Se estudian muestras de sales encontradas cono eflorescencias, costras superficiales 
en el interior de esculturas cerámicas, morteros y rocas de construcción procedentes 
pinturas murales árabes de la Casa de la Contratación de Sevilla, esculturas cerámicas 
la Puerta del Perdón de la Catedral de Sevilla, Cartuja de Sevilla, Palacio de Jabalquinto 
eza (Jaén), Monasterio de San Jerónimo (Granada), Monasterio de San Isidoro del Campo, 
ntiponce (Sevilla), Iglesias de Cortelazor, Hiñojales y Aroche (Huelva) y zona monumental 
cáceres.
Las sales encontradas son:
Halita: NaCl
Yeso: CaSO . 2H 0 4 2
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Calcita: CaCO^
Tenardita: Na 90 
Hexahidrita: Mé£>04 • 6H^O 
Nesquecnita: MgPO . 3H 0 
Dypingita: Mg^O^) 4 vOH)2 . & \ 0  
Epscmita: M ^ 4 • TĤ O
La formación y el tipo de las sales está influida por la composición de los materiales 
originales, deposición, reacción del material original ccn el medio arbiente, y deposiciór 
y reacción por efecto de agua capilar.
Destacan la formación de yeso por reacción del material original ccn productos de 
contaminación atmosférica y transportados por el aire, así como la formación de salee 
magnésicas (carbonates y sulfates hidratados) en pinturas murales, producidas por 1; 
alteración de dolomitas existentes ai el mortero. La halita, en algunos casos de pintura: 
murales, no se debe a contaminación externa, sino que se ha agregado intencicnadamenb 
para aunentar la velocidad de fraguado.
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MICROESTRUCTURA Y MICROANALISIS POR SEM/EDX Y STEM/EDX DE GRANATES 
UVAROVITA.
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stable hasta 1370±10*C ,disociándose a temperaturas más altas en silicato
ilcico y oxido de cromo (3).El objeto del presente trabajo es caracterizar
Y microanaliticamente por S£*l/EDi> V STEM/EDX una serie de igmentos ¿el siSLem^uvaroviEa-gj-osulariLa
ia gel coloidal(4).
obtenidos por primera vez por
oleríaI y Métodos: Se han preparado mezclas estequiometricas de uvarovita, 
idiante la técnica gel coloidal, partiendo de los precursores-cloruros de 
ilcio y cromo y sílice coloidal, Ludox (4). Las muestras calcinadas a 1260°C 
irante 2 dias presentan una coloración verde brillante. Las fases cristalinas 
te aparecen en los difractogramas DRX de estas muestras son:uvarovita, 
¡udowollastonita, CaSiO y eskolaita, Cr 0_. La microestructura y composición 
> los materiales se haJ0btenido por SEM/EDX(ZEISS DSM-950 TRACOR serie Z-II| 
•abajando a 20kV y sobre las muestras en polvo. Los microanalisis STEM/EDX 
: han obtenido mediante un equipo HITACHI H-800/KEVEX, trabajando a 200kV, 
calibrando previamente el aparato con patrones (CaCrO , mullita y gehlenita), 
¡terminando las constantes de Cliff-Lorimer:k , ., k 4 y k . a  100 v 
10 kV (5) . AlSl CaSi CrSi
sultados y Discusión: Los resultados del microanalisis SEM/EDX han mostrado que 
iste una.grao variación en los porcentaies de SiO^, v Cr C>3 entre los diferentes 
anos analizados. En general se detecta un exceso de oxido de cromo respecto 
teórico introducido y al análisis realizado por AA, lo que en principio 
'dría atribuirse a un efecto de fluorescencia o bien a posibles efectos de 
anaélt§f°n de radiaci6n x en este tipo de pigmentos con estructura
Existe a escala microscópica una fuerte variación de composición 
que indicar:^ una microheterogeneidad composicional en este tipo de fases, 
microestrucutra (fig. 1) muestra unos granos muy sinterizados, con los 
rdes de grano redondeados.
tabla 1 presenta los resultados microanaliticos STEM/EDX. Se observa que 
s resultados del promedio de la muestra son muy próximos a los obtenidos 
análisis convencional. Se aprecia que existe también en este caso una 
erte variación de composición no sólo en diferentes granos sino también
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dentro de ún mismo grano, confirmando la microheterogeneidad de esta fase.
El exceso de sílice que se aprecia en algunos casos se debe a la presencia 
de wollastonita como fase secundaria.Respecto al contenido de Cr20 detectado 
en este tipo de microanalisis STEM/EDX se observan valores dentro del marqen 
de lo esperado,mejorando notablemente los resultados obtenidos por SEM/EDX, 
aunque en algunos puntoSpUe¿e existir exceso de este elemento. Se puede conclui 
que los análisis realizados en un microscopio electrónico analitico TEM/ 
/STEM/EDX y a 200 kV permiten obtener resultados más fiables para el estudio 
de este tipo de fases cristalinas.
Tabla I. Resultados del microanálisis STEM/EDX de las muestras
obtenidas vía gel coloidal y calcinadas a 1.2602 C/2 días.
% en peso Si02 CaO Cr*°j
Promedio 33,70 36,07 30,23
spot en grano 29,20 31,08 39,73
58,83 22,70 18,46
valor medio (6 spots) 41,34 + 3,80 34,81 + 3,20 23,85 +2,70
Bibliografía 1.- F. A. Hummel, Amer Mineral., 35 (1950) 3-4, 324-5; 2.-J. Alarcór 
P. Escribano, J. J. Gargallo, Br. Ceram. Trans. J., 83 (1984),3,81-83;
3. - F. P. Glasser, E. F. Osborn, J. Amer. Ceram. S o c .,44(1958),9,358-367;
4. - J. Carda, G. Monros,P. Escribano,J. Alarcón, J. Amer. Ceram. Soc.,72,(1989)
I, 160-162; 5.- J. Ma Rincón, J. Carda,G. Monros,J. Alarcón, este mismo volumen 
1991; 6.- K. M. Kiishnan, P. Rez, G. Thomas, Acta Cryst., 64(1989), 396-405 
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DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LAS CONSTANTES DE CLIFF-LORIMER PARA EL 
ANALISIS POR STEM/EDX DE GRANATES DE CROMO DE UVAROVITA.
J.Ma.Rincón, J.Carda, G.Monrós y J.Alarcón
Instituto Cerámica y Vidrio,C.S.I.C.,Arganda del Rey.Madrid
Dpto. Química Inorgánica.Col.legi Universitari de Castelló.
Dpto. Química Inorgánica. Facultad de Ouímiques.
Universitat de Valencia.
Introducción: Desde que comenzaron a usarse con fines analíticos las configura­
ciones TEM/EDX (o microscopios electrónicos analíticos) en Ciencia de los
Materiales existe la necesidad de disponer de patrones estables para calibrar 
lod detectores de dispersión de energías de rayos-X.
Dado que en este tipo de microanálisis se utilizan normalmente láminas 
delgadas, esto permite aplicar la aproximación de Cliff-Lorimer (1) que 
prácticamente elimina los efectos correctores de numero atómico, absorción y 
fluorescencia (corrección ZAF), lo que simplifica notablemente los cálculos 
de los resultados del microanálisis.
El propóiíto de este trabajo es determinar las constantes de Cliff-Lorimer (C-L) 
en patrones previamente seleccionados que permitan el microanálisis TEM/STEM/EDX en 
fases granates,(2).
Material y Métodos; Se han elegido como materiales patrón los siguientes: 
wollastonita, previamente analizada-por análisis químico; mullita (Al2Si207) 
de Baikalox; gehlenita (Ca0.Al20-. 2Si02) previamente sintetizada por Rincón 
y al. (3) y cromato calcico sintetizado por vía cerámica a 1.000°C y analizado 
por Absorción Atómica (4). Los materiales elegidos fueron finamente pulverizados 
y depositados sobre pieles de carbón evaporado (aproximadamente 200 A de espesor) 
preparados sobre rejillas de cobre convencionales para TEM, de 300 mallas.
Los factores ^CaS ■ * kAlS‘ ^ ^CrS' Se ^an ca -̂cu^ado a partir de las correspon­
dientes intensidadei cíe las Ííneasr £ de emisión de R.X. de los elementos químicos 
indicados, obtenidos en una configuración TEM/STEM/EDX, Hitachi H800/Kevex Quantum 
8000, tanto a voltaje de 100 kV como a 200 kV. Se han ensayado varias aperturas de 
condensador y se ha operado en el modelo STEM
Resultados y Discusión: Se han obtenido espectros EDX en el modo STEM a 100 
y 200 kV considerando diferentes aperturas de condensador, es decir, 1 y 5 p  a 
100 kV y 0,1 y 1 pn_a 200 kV. Se ha observado a 100 kV que las constantes k 
aumentan hasta la 3a. apertura disminuyendo al utilizar la 4a. apertura de 3 1  
condensador. Asimismo, no está muy claro para ambos voltajes de aceleración si 
los valores de las constantes de C-L están afectadas por el tamaño del haz.
Lo que sí se observa es que los valores de obtenidos a 200 kV son menores
que para 1oo kV existiendo una menor dispersión cuando se trabaja a mayor 
voltaje de aceleración. Los valores promediados a 100 y 200 kVentre las 
diferentes condiciones ensayadas serían: a 1OOkV = 0,97 y a 200 kv = 0,78
Los valores de la constante del aluminio (1,64keV) respecto al pico del 
silicio tomado como referencia se han determinado a partir de dos tipos de
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de patrones: la gehlenita sintética anteriormente citada (3) y una mullita 
comercial de Baikalox.
Los valores promediados de k entre las diferentes condiciones ensayadas 
utilizando el patrón de gehlenita nán sido: a 100 kV= 1,23 y a 200kV= 1,24.
Los valores promediados en el caso del patrón de mullita han sido: a 100kV=
I, 53 y a 200KV= 1,31. Como se vé, estos valores difieren bastante de los 
obtenidos con gehlenita, siendo bastante más elevados que en otro tipo de 
mullita y de lo que era de preveer teórica y experimentalmente. En el caso 
de la constante k ^ ^  al no disponer de un patrón en el que se encuentran 
simultáneamente las emisiones de Cr y Si, se han ensayado con dos patrones
de mezglas mecánicas de Cr203~Si02. Los valores obtenidos fueron muy erráticos 
y alejados totalmente de lo que era de preveer debido a la alta dispersión de 
composiciónde los granos por ser una mezcla mecánica. Por tanto, debe recha­
zarse el uso de mezclas mecánicas como patrones en el caso del microanálisis 
TEM/STEM/EDX. La determinación indirecta de la constante en CaCr04 sintetizado, 
trabajando en las mismas condiciones anteriores es de k =1,03. En la
figura 1 se recogen los valores obtenidos a 100 y 200 kv en relación con los 
teóricos a 100 kV de la bibliografía (5). Como se observa , los valores se
aproximan mucho en el caso del Al y difieren algo en el caso del Ca a
200 kV, siendo el del Cr muy próximo al previsto teóricamente. La fiabilidad
de estos patrones ha sido comprobada con STEM/EDX en soluciones solidas de granates.
Biblioarafla (1) G.Cliff and G.W.Lorimer, J.Micrsc., 103 (1 .975) 203-207 . (2) J.Carda, 
n .I.Burguete,G.Monros,P.Escribano and J.Alarcon, J.Eur.Ceramic Soc.,6,{1.990)
97-105. (3)J.Ma.Rincón,P.Pena,S.de Aza, S.Moya, G.Thomas, Science of Ceramics 
(1.986). (4) J.Carda, Tesis Doctoral, Univ. de Valencia, 1.990. (5) D. B.Williams, 
Practical Analitycal Electron Microscopy in Materials Science, Ed.Philips Elec­
tronic Instruments, New Jersey (1.984).
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MATERIALES ROCOSOS OBSERVADOS MEDIANTE MICROSCOPIA ACUSTICA. COMPARACION CON 
LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.
A. Rodríguez, G.A.D. Briggs1, M. Montoto.
Dpto. de Geología. Universidad de Oviedo. 
*Dpt. of Materials. Un1vers1ty of Oxford. GB.
Introducción:La microscopía acústica de barrido (SAM) es una técnica relativamente 
reciente, década de los 70, que utiliza ondas ultrasónicas (de frecuencias su­
periores a 100 MHz) para la formación de Imágenes de materiales muy diversos.
Las principales ventajas se deben a que dichas ondas tienen la capacidad 
de penetrar en materiales que son opacos a las radiaciones electromagnéticas 
y, sobre todo, a que las características de la Imagen dependen del contraste 
entre las propiedades elásticas de los componentes de la muestra; tal contras­
te puede ser mayor que en otras propiedades utilizadas para formar Imágenes. 
Así, la SAM puede aportar Información distinta a la suministrada por otras mi­
croscopías como la SEM y la óptica.
Material y Métodos:
Las imágenes presentadas se han obtenido con 2 microscopios, el OXSAM 
y el ELSAM, en el Dpto. de Materiales de la Universidad de Oxford. La SAM 
suele ser por reflexión y las muestras deben tener su superficie plana y pu­
lida con una rugosidad inferior a la longitud de onda utilizada. Siempre que 
el grosor de la muestra sea mayor que la distancia de trabajo de la lente, las 
reflexiones acústicas del soporte de la muestra apenas afectan el contraste 
de las imágenes. Tanto las secciones pulidas como las delgado-pulidas, usadas 
en petrografía óptica y SEM son adecuadas para microscopía acústica.
Resultados y Discusión:
En la SAM un transductor emite ondas ultrasónicas (de frecuencia entre 
30Ó y 2000 kHz) que se transmiten por una lente de zafiro y son enfocadas a 
través de un fluido (generalmente agua) sobre la superficie de la muestra. Las 
ondas reflejadas retornan a través de la misma lente hacia dicho transductor 
donde se convierten en señales.eléctricas cuya amplitud se usa para modular 
el brillo de un TRC. La imagen se forma por rastreo de la lente.
En el caso de rocas y otros materiales de suficiente rigidez, se forman 
ondas Rayleigh en la superficie de la muestra que viajan a lo largo de ella 
y que se ven afectadas por la anlsotropía cristalina y las discontinuidades 
superficiales; las características elásticas de la muestra condicionan el 
contraste de la Imagen. Así pues, la SAM hace posible la observación de es­
tructuras intragranulares en los materiales (zonas de distinta deformación, 
etc) con más claridad que en microscopía óptica. También las Imágenes acústj
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cas son muy útiles en estudios mlcrofractográfIcos porque muestran los cracks 
más diminutos, Incluso más pequeños que una longitud de onda y a bajos aumen­
tos, asi como su posición con respecto a la textura del material. En la F1g. 
1 pueden compararse Imágenes de dos cuarzos de la misma zona de una muestra 
de granito bajo SAH (a, 350 MHz y b, 1,6 GHz) y SEN (c y d). La anlsotropfa 
elástica del cuarzo permite diferenciar ambos granos y varias zonas en el de 
la derecha, no observables bajo SEH. Además, en las Imágenes acústicas se se­
ñalan dos mlcroflsuras (marcadas con un *) que no se observan en la Imagen 
electrónica obtenida aproximadamente a los mismos aumentos. Sólo después de 
saber su posición pueden observarse bajo SEM, pero a mucho más aumento, (la 
f1g. 1d muestra el pequeño tamaño de la fisura de la derecha).
Bibliografía
BRIGGS, G.A.D. (1985). An 1ntroduct1on to Scannlng Acoustlc Mlcroscopy. Royal 
M1croscop1cal Soclety Handbook 12. Oxford Un1vers1ty Press, Oxford. 
RODRIGUEZ REY, A.; BRIGGS, G.A.D.; FIELD, T.A. y MONTOTO, H. (1990). Acoustlc 
mlcroscopy of rocks. Journal of Mlcroscopy, Vol. 160, Part 1, pp. 21-29.
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APLICACIONES DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO EN EL ESTUDIO DEL 
CLINKER DE CEMENTO PORTLAND
A. Rodríguez. M. Montoto, C. de Llanos* y B. Menéndez.
Dpto. de Geología. Universidad de Oviedo.
*Serv1c1o de Microscopía Electrónica. Universidad de Oviedo.
Introducción:
El clínker de cemento Portland puede considerarse como una roca artiflcal 
cuya fabricación Industrial se optimiza mediante estudios de índole muy di­
versa con objeto de obtener en las mejores condiciones un clínker de carac­
terísticas idóneas.
La MEB permite el estudio tanto mineralógico como textural del clínker. A 
partir de estos datos, se obtiene una Información, en muchos casos exclusi­
va, sobre las características del proceso de fabricación (molienda, homoge- 
nelzación, cocción y enfriamiento). También pueden estimarse ciertas propie­
dades del clínker y del cemento (molturabi1 idad, resistencia mecánica, etc.)
Material y Métodos:
La MEB ofrece la ventaja de poder utilizar muestras de superflce de fractura 
cuya preparación es fácil y prácticamente Inmediata y que permiten un estu­
dio muy completo de las características del clínker.
También pueden utilizarse superficies pulidas, especialmente para la deter­
minación de la composición mineralógica cuantitativa o para estudios compo- 
slclonales mediante espectrometría de rayos X por energía dispersiva. En es­
te caso, se puede utilizar la técnica del desbaste Iónico como etapa final 
de la preparación de muestras, obteniéndose muestras realzadas texturalmente 
que permiten un estudio preciso de sus características.
Resultados y Discusión:
Debido a la gran profundidad de campo y al amplio rango de aumentos de la 
MEB, los rasgos texturales del clínker pueden determinarse de forma rápida y 
sencilla. Características como tamaño medio de los fenocrlstales, distribu­
ción, grado de idiomorflsmo de los mismos, homogeneidad textural, cantidad 
aproximada y distribución de la porosidad, etc, pueden evaluarse en superfi­
cies de fractura en un tiempo razonablemente corto; la figura 1 corresponde 
a una imagen de este tipo que puede servir como ejemplo de la capacidad de 
la MEB para obtener el tipo de datos antes mencionados.
En cuanto a la información mineralógica, existe el problema de que la res­
puesta de emisión de electrones secundarlos es bastante similar en todas las 
fases del clínker, por lo que la identificación de las mismas ha de hacerse 
en función de sus características morfológicas (forma, hábito, grado de
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Idiomorf1smo, maclado, etc). Afortunadamente esto es posible de forma ruti­
naria. En la F1g. 2, por ejemplo, puede identificarse la allta (A) por el 
alto grado de Idiomorf1smo de sus cristales de hábito pseudohehagonal; la 
belita (B) puede distinguirse por su hábito redondeado y, además, la presen­
cia de un doble sistema de estrías permite caracterizarla como de tipo I 
según Insley (1936). Otras fases mineralógicas, como la cal Ubre y la per1- 
clasa, pueden ser también identificadas. En cuanto a las fases de la matriz, 
la MEB constituye una técnica muy apropiada para su estudio con ventajas 
sobre las técnicas de microscopía óptica, dado el pequeño tamaño de dichas 
fases.
Todos estos datos obtenidos mediante HEB son muy importantes en la práctica 
ya que suministran Información sobre las características del proceso de fa­
bricación Industrial del clínker (grado de molienda y homogeneidad del cru­
do, aptitud a la cocción, características de los procesos de cocción y en­
friamiento, etc); también permiten estimar algunas propiedades del mismo 
* (molturabi11dad, resistencia de los morteros, entre otras).
Bibliografía
GOUDA, G.R. (1979). Clinker characterizacion by SEM. Proc. Scannlng Electron 
Mlcroscopy. Vol. I, pp. 387-398.
RODRIGUEZ REY, A. (1986). Aplicación de la microscopía óptica y electrónica 
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Doctoral. Universidad de Oviedo. 213 p.
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ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE 
ESTRUCTURAS LOPOS PARA TECNOLOGIA CMOS SUBMICRA
Albert Romano-Rodríguez*’**, Hans Norstróm*’*** y Jan Vanhellemont*
*Interuniversity Micro-Electronics Center (IMEC), Kapeldreef 75, B-3001 Leuven, Bélgica 
**Cátedra de Electrónica, Universidad de Barcelona, Diagonal 647, E-08028 Barcelona 
***Swedish Institute of Microelectronics, P.O. Box 1084, S-16421 Kista, Suecia
Introducción:
La técnica LOCOS1 (LOCal Oxidation of Silicon) ha sido la más utilizada durante las últimas 
dos décadas para realizar el aislamiento entre los dispositivos de los circuitos integrados de 
silicio, debido a su simplicidad. Una estructura LOCOS se compone de una capa delgada de 
óxido de silicio (el óxido de pedestal) crecida sobre el substrato y, encima, una capa gruesa de 
nitruro de silicio (la máscara de oxidación). Mediante fotolitografía se abren unas ventanas y se 
oxidan térmicamente, formando el óxido de campo. Durante este proceso se produce oxidación 
lateral por debajo de la máscara, lo cual da lugar al pico de pájaro (bird's beak). Este reduce el 
área de la oblea que puede ser utilizada para el procesado, cosa que es crítica en el desarrollo de 
circuitos integrados submicra. Por tanto es necesario reducir al máximo la longitud ocupada por 
el pico de pájaro a fin de aumentar la densidad de integración.
Material y Métodos:
En este trabajo se presenta un estudio mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
de la formación del pico de pájaro y de la nucleación de defectos en el substrato para una 
tecnología LOPOS2 (Local Oxidation of Polysilicon Over Silicon). Esta es una modificación 
muy prometedora de LOCOS consistente en la deposición de una capa de silicio policristalino o 
amorfo (en nuestro estudio) entre el óxido de pedestal y el nitruro. Se han fabricado estructuras 
de test LOPOS consistentes en líneas paralelas, de anchura y separación variable. Esto ha 
permitido estudiar la influencia de los diferentes parámetros tecnológicos (temperatura de 
oxidación, espesor de la diferenes capas, del óxido de campo, etc.). Las muestras para su 
observación en el microscopio han sido preparadas tanto en sección transversal (cross-section) 
como en sección planar (plan view) utilizando la técnica habitual de nuestro laboratorio^.
Resultados y Discusión:
La mayor parte de los resultados que se presentan corresponden a muestras con un óxido de 
campo de 600 nm, puesto que es el valor standard para tecnología CMOS de 0,7 pm. La figura 
1 corresponde al pico de pájaro de una muestra oxidada a 950°C, siendo el espesor de las 
diferentes capas: 10 nm de óxido, 50 nm de silicio amorfo (que se convertirá en policristalino 
durante la oxidación) y 100 nm de nitruro. En ella se observa que la longitud del pico de pájaro 
es del orden de 350 nm (para tecnología LOCOS es del orden de 500 nm). Además aparece un 
segundo pico de pájaro entre el silicio policristalino y el nitruro, que tiene el efecto favorable de 
consumir parte del oxígeno que penetra por debajo de la máscara. Así el silicio es menos 
oxidado y da lugar a una interficie silicio-óxido de pedestal más plana y, por tanto, el riesgo de 
ruptura del óxido de puerta que se crezca a continuación es menor. Hay que indicar que la 
longitud del pico de pájaro se define como la distancia entre el extremo de la máscara de nitruro 
y la posición en que el espesor del óxido de pedestal es el original.
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La reducción del pico de pájaro conlleva un aumento notable de las tensiones en el substrato y 
en las diferentes capas de la máscara de oxidación. Si dichas tensiones son demasiado elevadas, 
el sistema tenderá a relajarlas, pudiendo hacerlo en el substrato o en la máscara. La figura 2 
corresponde a una muestra oxidada a 1000°C y en ella se observan dos de los mecanismos de 
relajación: 1) rotura del óxido de pedestal (a la izquierda) y 2) rotura de la capa de nitruro y 
separación de la capa de silicio policristalino (a la derecha). La muestra de la figura 3 ha sido 
oxidada a 1050°C y en ella se observa que el substrato de silicio ha sido que el ha absorbido las 
tensiones mediante la creación de defectos cristalinos (dislocaciones, defectos de empilamiento 
superficiales). En esta figura se aprecia también que la forma del pico de pájaro ha cambiando 
substancialmente respecto a la figura 2, debido a que ha habido, además, una deformación 
plástica del silicio. En ciertas muestras se observa que la creación de defectos y la rotura del 
óxido de pedestal coexisten y que en las zonas donde se produce la rotura se inhibe 
substancialmente la creación de defectos o son totalmente inexistentes.
Cuando las ventanas donde se produce la oxidación de campo se van reduciendo de tamaño, el 
suministro de oxígeno es menor y suele dar lugar a un adelgazamiento del óxido de campo. Esto 
implica que el aislamiento es "peor" y que las corrientes parásitas aumentan. La figura 4 muestra 
este efecto para diferentes combinaciones de espesores de la máscara y están comparados con el 
que se produce para una tecnología LOCOS convencional. Se aprecia que el adelgazamiento es 
mayor para la tecnología LOPOS.
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ICNICAS DE PREPARACION DE MUESTRAS DE MATERIALES SEMICONDUCTO- 
2S PARA SU OBSERVACION EN EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE 
LANSMISION
bert Romano-Rodríguez* **, Jan Vanhellemont*, Hugo Bender* y Juan-Ramón Morante**
iteruniversity Micro-Electronics Cerner (IMEC), Kapeldreef 75, B-3001 Leuven, Bélgica 
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itroducción:
. microscopía electrónica de transmisión (TEM) es una técnica de caracterización estructural 
n una gran resolución espacial. Con la reducción del tamaño de los dispositivos semiconduc- 
•es se hace imprescindible su utilización para el estudio de aspectos estructurales. Cada vez 
ís el uso de la microscopía electrónica de alta resolución (HREM) se está convirtiendo en una 
mica indispensable para el desarrollo de procesos microelectrónicos. La preparación de las 
jestras para su observación en el microscopio es uno de los pasos clave. Si se utiliza un área 
la oblea relativamente grande para realizar un determinado proceso tecnológico, se utilizará 
a técnica de preparación standard, pero en determinados casos es necesario estudiar disposi- 
os predeterminados, lo cual obliga a utilizar una método de preparación más sofisticado. En 
te trabajo se presentan las técnicas de preparación desarrolladas en nuestro laboratorio1’2.
\aterial y Métodos:
ra el estudio de materiales y dispositivos microelectrónicos hay dos aspectos que interesan: 1) 
ítribución sobre toda la oblea o sobre un determinado área de ella donde se ha realizado un 
terminado proceso tecnológico; p. ej., estudiar la densidad de defectos después de realizar 
a implantación [la técnica de preparación empleada es la sección planar (plan view)]; y 2) es- 
iio de la geometría de las estructuras o distribución en profundidad; utilizando el mismo 
implo, de los defectos de la implantación [sección transversal (cross-section)].
>s aparatos necesarios para estas preparaciones son disponibles en casi todos los laboratorios 
e trabajan en el campo de TEM aplicado a materiales de estado sólido: cortador por ultrasoni- 
s, sierra de diamante, pulidora plana, pulidora cóncava, ion milling y técnicas químicas de 
elgazamiento.
esultados y Discusión:
método de preparación de cross-sections está esquematizado en la figura 1. Los diferentes 
sos que hay que seguir son: a) cortar tiras de 2 mm de largo por 350 pm de ancho, utilizando 
a sierra de diamante. Se pegan dos de esta tiras con las caras activas una contra la otra. Esto 
Dtege las zonas de interés contra el deterioro durante el pulido mecánico y, al tener dos tiras y 
cer un agujero en el centro, tendremos cuatro zonas que serán suficientemente delgadas para 
observación; b) utilizando papeles abrasivos, se pule la muestra por las dos caras, hasta un 
3esor final de unas 60 pm; c) utilizando la pulidora cóncava y pasta de diamante como abrasi- 
, se reduce el espesor del centro de la muestra a unas 20 pm. De esta manera será posible 
inipular la muestra con pinzas, d) se pega la muestra a una anilla de cobre de 2,3 ó 3 mm de 
ímetro y con una apertura rectangular de 1,5 mm por 1 mm. Se monta en el portamuestras del 
i milling y se inicia el bombardeo utilizando argón y corrientes y tensiones moderadas, de 
-ma que no se introduzca ningún tipo de daño en la muestra (0,5 mA y 6 kV por cañón). Uñ­
ando una fotocélula y un láser de helio-neón es posible parar el ataque justo cuando se ha
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producido un pequeño agujero en la muestra, cuyos bordes serán delgados y, por tanto, podrá] 
ser observados en el microscopio electrónico. El tiempo de preparación suele se de unas 3 a * 
horas. La figura 2 corresponde a una muestra preparada según este método.
El otro método de preparación, plan view, está esquematizado en la figura 3. a) Utilizando e 
cortador de ultrasonidos, se corta un disco de 2,3 ó 3 mm de diámetro; b) utilizando pape 
abrasivo, se pule la parte posterior de la muestra hasta un espesor de unas 60 fim, c) el pulid< 
cóncavo se realiza hasta que el espesor central es de 20 p.m; el acabado final se realiza di) me 
diante un ataque químico por la parte posterior hasta que se forma un agujero, o d2) utilizand* 
el ion milling, bombardeando sólo por la parte posterior. El tiempo de preparación varía entre 
y 3 horas, dependiendo del método de adelgazamiento final.
La figura 4 corresponde a los defectos que aparecen al crecer mediante MBE una capa de GaA 
de 3 Jim de espesor sobre un substrato de silicio. Esta muestra ha sido preparada utilizando io: 
milling como paso final.
Estas dos técnicas has sido ampliadas a fin de poder preparar muestras de áreas predetermina 
das de obleas o circuitos integrados. Para la cross-section se pegan un tira que contiene el área 
estudiar y una tira de cristal del mismo espesor y tamaño. Esto permite controlar ópticamente 1 
evolución de la preparación. Plan view utiliza el ion milling como método de adelgazamiento fi 
nal. Controlando ópticamente la posición de la zona a estudiar respecto al agujero y utilizand' 
un método de ion milling iterativo, es posible preparar muestras de zonas del orden de 10 [ir 
de largo por 0.6 mm de ancho. En este caso los tiempos de preparación se alargan, siendo d 
unas 6 horas para la cross-section y de unas 4 para la plan view.
Bibliografía
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MEDIANTE PROYECCIONES SOBRE CONJUNTOS CONVEXOS Y
CERRADOS.
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BIOCOMPUTACION Y ANALISIS ESTRUCTURAL (CNB) Y FISICA
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itroducciórv E f T.M.E. proporciona imágenes (señales
bidimensionales), frealr que están relacionadas con 
i proyección (entendida como integral de linea o sumatorio) de 
i función de potencial electrónico tridimensional del espécimen 
>bre el plano de formación de la imagen, fproyección- Dentro de 
la aproximación lineal podemos modelar esta relación como si el 
.croscopio actuara como un filtro (conocido comúnmente como 
’F) , además de introducir un cierto ruido, n, que asumimos 
lussiano y aditivo. El modelo de formación de imágenes que 
irnos a considerar es, pues: Freai = Fproyección * CTF + N 
layúsculas denotando funciones en el espacio de Fourier) (1,2).
aterial y Métodos: El objeto del presente trabajo consiste en
estudiar la posible "recuperación" de estas 
gradaciones instrumentales mediante métodos de restauración de 
lágenes basados en la teoria de operadores proyectores sobre 
njuntos convexos y cerrados (3,4,5).
Para ello hemos creado una imagen formada por 
ce cuñas circulares blancas, valor 1.0, sobre un fondo negro, 
lor 0.0 (figura 1), a la que hemos aplicado el filtro CTF 
diante una simulación por ordenador, además de sumarle ruido, 
tamaño de la imagen fue de 128 x 128 pixeles.
Hemos comprobado experimentalmente que podemos 
s u l t a d o s  y  D i s c u s i ó n :  recuperar la información perdida en los. ceros de 
CTF, asi como disminuir significativamente el ruido, 
licando subenfoques entre 1500 y 8000 Á y ruido con una 
sviación estándar entre 0.05 y 0.2. En concreto, la 
stauración obtenida en el caso sin ruido es perfecta, siendo 
s imágenes resultantes en los casos con ruido muy buenas, 
mentando la degradación a medida que el ruido es mayor, como 
lógico.
Un ejemplo de los resultados se puede observar 
la figura 2. Corresponde al caso de desenfoque de 7500 Á, 
ra el cual la función CTF posee dos ceros en la zona espectral 
nsiderada, con diversos niveles de ruido, desde la imagen sin
hasta a n = 0.2, pasando por 0.05 y 0.1 (de izquierda a 
recha).
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Por otro lado también hemos estudiado e.l 
comportamiento del método empleado frente a posibles errores 
experimentales de los parámetros instrumentales, como el case 
del subenfoque, siendo también muy buenas las restauraciones.
La recuperación es posible puesto qu> 
incorporamos a la imagen experimental información sobre e 
objeto que no está en los datos medidos, pero que es globalment 
conocida, tal como la extensión del espécimen, limites máximo 
minimo de los valores de los pixeles y limite máximo de la norm 
de la imagen, asi como información sobre diversa
caracteristicas estadisticas del ruido existente.
Los resultados obtenidos son prometedores 
pueden ser muy importantes en diversas aplicaciones d 
microscopia electrónica, especialmente en alta resolución, e 
cuanto que disminuyen las degradaciones introducidas en e 
proceso formador de imágenes.
Este trabajo ha sido financiado en parte por le 
proyectos TIC 88-0094, MIC 88-0549, PB 87-0365 y XUGA 80406488, y 1 
fundación Ramón Areces.
Bibliografía: (1) H.P. Erickson y A. Klug. Phil. Trans. Roy. Soc Lond. B.261, p p . 105-118. 1971
(2) W.O. Saxton. C o m p u t e r  T e c h n i q u e s  f o r  Imag
P r o c e s s i n g  i n  E l e c t r o n  M i c r o s c o p y . Academic Press 1978.
(3) J.M. Carazo y J.L. Carrascosa. Journal o
Microscopy, vol. 145, Pt 1, pp. 23-43. Enero 1987.
(4) J.M. Carazo y J.L. Carrascosa. Journal o
Microscopy, vol. 145, Pt 2, pp.159-177. Febrero 1987.
(5) J.M. Carazo. ICASSP'88, New York, vol. 11, pp
886-889.
F ig . 2 : En la  p rim e ra  f i l a  tenemos la s  Imágenes 
degradadas y  en la  segunda la s  re s ta u ra c io n e s  
correspond í entes.
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STUDY OF SILVER-BEARING FILLER METAL DIFFUSION IN COPPER 
METAL BASE BY SEM AND EDXA, IN THE BRAZING.
A. Traveria1, J.M. Tura2, X. Camps3, M.D. de Castellar2 
and J. Sauló4
1Inst.Jaume Almera, CSIC, Barcelona. 2Lab.Téc.Fís. 
Anal., ITQT, CSIC, Barcelona. 3 Metaport, S.A. 08552- 
Taradell. ^Institut d'Estudis Catalans. Barcelona.
atroduction. The brazing is a joint process between two or more 
etallic parts, by using a nonferrous filler metal, which is 
alled brazing metal, having a melting point above 450 °C, but 
elow that of the Base Metal and its liquidus melting point must 
e below of the solidus temperature.
he filler metal is distributed between the closely fitted sur- 
ace of the joint by wettability and capillarity attraction.
nterial and methods. In the present work the filler metal (FM) was 
IN 8513: L-Ag30Cd and the base metal (BM) was electrolytic Cu 
Fig. 1) . In the rod of the filler metal the following phases 
ere identified: aZn(Cu), ordered B'(CuZn) and brittle S(Cu2Cd) . 
he larger part of the matrix was composed by BCd(Ag). In this 
esearch two brazed structures were studied, obtained in the 
ame experimental conditions, with the single exception of the 
ost-brazing cooling cycle. Probe I suffered a slow solidifi- 
ation process at room temperature. Probe II was rapidly cooled 
y immersion in coid water.
ssult» and discussion. Probe I. In order to estimate the thickness 
f the diffusion zone in the braze-metal interfaces the specimen 
as arranged with its joint clearance not completely refilled 
ad it may be observed one clear gap between the affected zone 
ad the unaltered base metal appears. The initial joint clearan- 
a of both Cu pieces was 140 It may also be observed that 
ae filler metal liquidus has induced during his penetration 
ae kinetic-chemical erosión of the Cu base metal of about 45 /xm 
a both interfaces.
ae mapping of Zn is shown in Figure 2 in which the high concen- 
ration of the element in the borders between FM and BM suggest 
a priori" that this is the element which presents a more inten- 
2 diffusion towards the BM. The metallic diffusion through the 
4-BM interface was studied by one perpendicular point analysis,
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as shown in Figure 3. It may be observed that Zn is the element: 
with the deepest diffusion towards BM, whereas the remaining 
elements of FM show one diffusion more reduced (about 2% for Ag 
and 0.15% for Cd).
Probe II. It may be observed that the Zn diffusion towards th€ 
BM is less intense in probe II because of its higher cooling ve- 
locity. This means that such Zn diffusion is produced in solic 
state. As a consequence it is necessary to use a slow coolinc 
rate to obtain a good brazing.
It has been proved that the Zn diffusion mechanism improves the 
erosión in the borders of the Cu grains. It may be concludec 
that Zn is the penetration agent towards the brazing zone oí 
influence and in that way this element assures the reliabilit> 
and goodness of the brazed joint, not only mechanically, but 
also in relation to other physical properties, such as eléctrica] 
and thermical conductivity.
Fig.l. Diagram of one braze cross-section.
Fig.2. Zn mapping where it may be observed the 
high concentration of the element in the borders. 
Fig. 3. Probe I. Cu, Zn, and Ag (%) diffusion 
on a perpendicular line to the interface (FM-BM).
2 8 8
AEROSOL CONTAMINATION OF GLASS INSULATORS IN HIGH TENSION 
NETWORK LINES
A.Traveria1, J.M.Tura2, M.D.de Castellar2, C.Xaus3, R. 
Coy3, J.F.Garcia3 y A.Montero3.
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08028-Barcelona. 2Lab.Téc.Fís.Anal., ITQT, CSIC. Bar­
celona. 3Institut d'Estudis Catalans. Barcelona.
itroduction. Glass insulators coming from the surroundings of a 
Lg town and located in different high tensión network lines 
sre studied. It has been verified the degradation by environ- 
sntal etching of the metallic junctions between the glass pie- 
í s . On the other hand it has been studied the composition of 
íe airborne products settled on the mentioned insulators. The 
inductivity of the surface glasses is increased by the ensemble 
: such products specially in moist conditions. In such circums- 
inces the discharge of the lines is produced with important 
;onomical losses.
terial and methods. The following three zones were analyzed: the 
)per and lower insulator glass surfaces and the surface of the 
>p metallic piece (Zn galvanized iron). The elemental composi- 
.on of the samples was studied by x-ray photoelectron spectros- 
>py (XPS/ESCA) until a depth about 10 nm and by scanning elec- 
-on microscopy and energy dispersive x-ray analysis (SEM/EDX) 
itil a depth of some micrometers. The structure of the crysta- 
.ine substances present in the specimens was established by x- 
ty diffraction (XRD).
sults and diacussion. XPS/ESCA. The presence of S04= and Zn++ ions 
is been detected by XPS/ESCA in the top metallic pieces as well 
; in the upper and lower glass surfaces. It was observed that 
te quantity of Zn*+ decreased in the lower part of the glass, 
>ntrary what happens at upper part of the glass. The top meta- 
.ic piece showed the largest Zn++ content. The photoelectronic 
taks S 2p and Ca 2p3/21,2 detected in the upper glass surface can 
• confidently assignéd to airborne calcium sulphate. XRD. From 
te study of the samples corresponding to the deposition on the 
ass, the following phases have been identified by XRD: gypsum, 
licite, a-quartz and dolomite. The presence of such materials 
; probably due to dust contamination from the geological 
irroundings with exception of sulphates. In fact, gypsum might 
¡ originated from the reaction S02+H20+CaC03=CaS04. The XRD dia-
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grams from the surfaces of the metallic pieces allowed to iden- 
tify the following phases: Zn°, ZnO and complex hydrated sulpha- 
tes. SEM/EDX. The glass insulators were broken and some fragmentí 
were studied with these techniques. Three types of morphology ma> 
be observed in Fig.l: a) granulated partióles, b) partióles witt 
soldering necks, c) acicular powder partióles. No different EDI 
response was detected among these morphologies. Rather continous 
agglomerates may be seen in Fig.2. This suggests that the mate­
rial has been formed in more wet conditions than in Fig.l.
It may be infered from the foregoing analytical results that th< 
metallic pieces have suffered a corrosión, probably induced b] 
S02 and raoisture. In these conditions a migration of zinc anc 
iron traces towards the surfaces of the glass insulators occu] 
probably. This fact may originate a mixture of conductive salts 
in wet conditions which can produce the discharge of the lines 
From the results obtained in the present work it could be reco- 
mended a new coating on the galvanized metallic surfaces, e.g 
a ceramic one. However, the negative factor, the atmospheri» 
contamination, is more difficult to annihilate.
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IDENTIFICACION DE DEFECTOS DEL ALGODON ("HONEY DEW") POR 
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introducción. En este trabajo se presentan los resultados obteni­
dos en un intento de eliminar el efecto "honey dew" o recubri­
miento biogénico de ciertos algodones. Este recubrimiento tiene 
su origen en la deposición superficial de sustancias azucaradas 
producidas por las secreciones de la mosca blanca (Bemisia taba- 
ci) o del pulgón (Aphis gossypii). Dichas sustancias originan 
alteraciones en la estructura y morfología superficial causando 
grandes problemas en las etapas de procesamiento de la misma 
para ser hilada (1,2).
Material v métodos. En el anclado del "honey dew" ocurren perturba­
ciones en la masa del polímero con lo que ciertos grupos funcio­
nales en equilibrio estable adquieren movilidad migrando a la 
superficie polimérica. Dichos grupos son en parte los responsa­
bles de los fenómenos de adherencia físico-química entre las 
fibras y el "honey dew". Para vencer esta adherencia se micro- 
pulverizó el algodón con un surfactante no iónico derivado del 
polioxietileno.
Mediante SEM, espectroscopia de infrarrojos y cromatografía en 
capa fina se estudiaron los resultados obtenidos en diversas 
etapas de hilatura.
Resultados v discusión. El material utilizado en este estudio fue 
algodón americano con "honey-dew", de le=28 mm y finura 
"micronaire"=3.9. El pulverizado con el producto surfactante se 
realizó en la desmotadora, etapa previa al batanado y cardado. 
El efecto del producto surfactante incorporado a la fibra de 
algodón con "honey-dew" se analizó mediante la técnica física de 
análisis SEM (microscopía electrónica de barrido) con un aparato 
Philips 515 (Figs.l y 2).
Las zonas más brillantes de la Fig. 1 indican acúmulos de fibras 
originados por efecto del pulverizado. En la Fig.2 se puede 
apreciar con detalle el producto surfactante (A) en contacto con 
la fibra de algodón (B).
Con la ayuda de las técnicas de cromatografía en capa fina y' 
espectrografía de infrarrojos aplicadas al producto surfactante
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y al propio algodón con este producto, se llegó a las siguientes 
conclusiones:
-que la incorporación del surfactante ocasiona ciertas me­
joras en el cardado del algodón con "honey-dew", debido 
posiblemente a que el surfactante ejerce una acción de ar­
rastre de cierto porcentaje de recubrimiento biogénico. 
-que el surfactante del algodón va desapareciendo a lo 
largo de las distintas etapas de hilatura.
-que en la máquina de hilar los problemas continuaron 
siendo similares a los que se planteaban cuando el algodón 
no tenía el producto incorporado.
No obstante, se pudo observar en el hilado la persistencia resi­
dual de azúcares propios del recubrimiento "honey-dew".
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Estudio de dominios magnéticos en cintas amorfas de FeygB^S ig  por 
Microscopía e lectroacústica de barrido 
M. Urchulutegui, J. Piqueras, C. Aroca
Física de Materiales
Facultad de Ciencias Físicas 
Universidad Complutense. 28040 Madrid.
Introducción:
El estudio de materiales magnéticos amorfos se ha incrementad© 
en los últim os años debido a sus interesantes propiedades magnéticas desde un 
punto de vista práctico, tales como bajo campo coerc itivo , gran permeabilidad, 
bajas pérdidas magnéticas, e tc. Este trabajo muestra un estudio de la estructura 
de dominios magnéticos de cintas amorfas realizado mediante microscopía 
e lectroacústica de barrido, técnica que no había sido aplicada con anterioridad 
al estudio de amorfos magnéticos.
Material y Métodos:
La composición de las cintas ferrom agnéticas amorfas estudiadas 
(2605-52 de A llied  Chemical Co) es FeygBigSig. Las observaciones de microscopía 
e lectrónica se han realizado en un microscopio e lectrón ico de Barrido Cambridge 
S4-10 a frecuencia entre 40 y 240 kHz con una tensión aceleradora de 10 keV. 
Para comparar con las imágenes electroacústicas se han realizado observaciones 
usando la técnica B itte r  en las mismas muestras.
Resultados y Discusión:
La técnica B itte r muestra la existencia de una estructura magnética 
en la que hay regiones con dirección de anisotropía en el plano de la c in ta  y 
regiones con anisotropía perpendicular. Esta estructura es consecuencia de 
inhomogeneidades m icroestructurales producidas al en fria r rápidamente durante 
el proceso de preparación (1). La comparación entre las imágenes B itte r y 
e lectroacústicas perm ite  id e n tifica r claram ente en estas ú ltim as, las regiones 
con anisotropía normal a la superfic ie . La figura muestra la imagen MEAB de 
los dominios magnéticos en esta región. El contraste surge principalm ente en 
las paredes de los dominios debido al campo de tensiones asociado a las mismas. 
En las m icrografías MEAB se observa un contraste en las paredes con una anchura 
de unas 10-20 um.
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Las imágenes MEAB se han obtenido en el modo lineal aunque existe 
una componente no lineal de intensidad demasiado baja para dar lugar a imágenes. 
La existencia de térm inos no lineales indica la posibilidad de que la señal acústica 
se genere por un mecanismo de acoplamiento magnético basado en el fenómeno 
de la magnetostricción.
En nuestras observaciones de muestras magnéticas amorfas con 
baja m agnetostricción no hemos podido observar la estructura magnética, lo 
que apoya la mencionada posibilidad. Estos resultados muestran que con el MEAB 
se pueden observar fác ilm ente  estructuras magnéticas en materiales amorfos 
m ientras que u tilizando técnicas convencionales de microscopía de barrido se 
necesita u tiliz a r tensiones de 200 keV (2).
Bibliografía:
1) C. Aroca, P.S. Sánchez y E. López, IEEE Trans. Magn. MAG-17, 1462 (1981)
2) J.D . Livingston y W.G. Morris. IEEE Trans. Magn. MAG-17 1624 (1981)
Imagen e lectroacústicá de paredes de dominiosmagnéticos a 234 kHz.
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Titulo: Estudio de depósitos de contaminantes ambientales en 
superficies de rocas monumentales mediante S.E.M. y E.D.A.X.
Autores: M. Vázquez, R.M. Esbert, F.J. Alonso.
Centro: Dpto. Geología, Univ. Oviedo.
Introducción: Los contaminantes atmosféricos, en colaboración la 
humedad ambiental, juegan un importante papel en los procesos de 
alteración de las piedras utilizadas en los monumentos. En 
concreto, las partículas sólidas se depositan sobre la superficie 
de las rocas, siendo, en el caso concreto de Avilés, el origen 
de su progresivo ennegrecimiento.
Paralelamente, contaminantes gaseosos como el S02 acaban 
reaccionando con la roca, generando productos de alteración: yeso 
y otras sales solubles, que constituyen una de las causas 
principales del deterioro de las rocas en los edificios. 
Material y Métodos: Las rocas soporte de la contaminación son 
de naturaleza carbonatada: dolomías terciarias de grano fino [1]. 
El análisis de los productos de alteración se ha realizado por 
distintos métodos; en particular, se ha observado su morfología 
mediante S.E.M., con el apoyo de técnicas analíticas como la 
espectrometría de rayos X por energía dispersiva (E.D.A.X.) [2].
Los ejemplos de esta comunicación están tomados de las piedras 
de la portada de la Capilla de los Angeles, de la Iglesia de los 
Franciscanos de Avilés (Asturias), ciudad industrial con elevada 
contaminación [3].
Resultados y Discusión: Las costras observadas presentan un 
espesor variable así como arenitización entre ellas y el soporte 
rocoso, desprendiéndose de éste con facilidad, y contribuyendo 
al deterioro progresivo del sustrato. Son de color grisáceo 
estando mucho más ennegracidas en la parte externa que en la 
interna.
De acuerdo con los análisis de difracción de rayos X la roca 
soporte esta constituida por dolomita y calcita, con un 68 % y 
un 31 % respectivamente (Fig. 1), mientras que las costras
muestran un enriquecimiento en yeso (alrededor del 5 %), que 
tiende a concentrarse en superficie (Fig. 2).
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También son abundantes en la superficie de las costras los 
microfilamentos vegetales (Fig. 3), gue con el tiempo contribuyen 
a aumentar el deterioro, bien sea desde el punto de vista físico, 
por las microfisuras inducidas por su crecimiento hacia el 
interior de la piedra, o desde el punto de vista guímico, por la 
retención de la humedad y consiguiente disolución del material 
carbonatado
En las zonas más deprimidas se observan abundantes esférulas 
(Fig. 4), a veces con formas verrugosas. Los análisis mediante 
E.D.A.X. han detectado los siguientes cationes: Mg2+, Al34, Si2*, 
K+, Ca2+ y Fe2+. Dichos datos permite relacionar dichas esférulas 
con la contaminación ambiental, atribuyéndolas, en parte, a 
cenizas volantes provenientes de las industrias de Aviles.
Bibliografía: [1] M. Vázguez Llorens (1986). "Estudio alteroló- 
gico de las piedras utilizadas en algunos monumentos de Avilés". 
Tesis de Licenciatura, Dpto. Geología, Univ. Oviedo, 110 pag.
[2] R. M. Esbert, M. Vázquez y F.J. Alonso (1988). "Petrografía, 
formas y procesos de alteración desarrollados en las piedras de 
algunos monumentos de Avilés (Asturias)". Bol. Geológico y 
Minero, 99, p:432-443.
[3] A. Suárez Marcos (1985). "La contaminación atmosférica en 
Avilés". Bol. Información Ambiental, Aytmo. Avilés, p:17-62.
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Cambios en la microestructura de los suelos producidos co 
mo consecuencia de la extracción de metales unidos por ra 
dicales orgánicos y materia orgánica.
J. Wierzchos, C. Ascaso y M.T. García González 
Geoquímica y Mineralogía
Centro de Ciencias Medioambientales
ntroducción: Existe información suficiente que indica que un pre­
requisito para la formación de la estructura de los agregados 
es la floculación de las partículas de arcilla. Los macro agre 
gados consisten en complejos de arcilla-metal polivalente-mate 
ria orgánica (C-P-MO) donde la arcilla y la materia orgánica 
^umificada pueden estar unidos por cationes polivalentes como: 
Fe,Al,Ca o Mg (1). En este trabajo se ha llevado a cabo un es 
tudio sobre la influencia que tiene el extraer selectivamente 
le los suelos policationes de Fe, Al y materia orgánica, para 
asi conocer el efecto de dichos compuestos en los procesos de 
agregación es decir sobre la microestructura.
Aaterial y Métodos: Las muestras de suelo fueron obtenidas de un sue 
lo paleundalf (USDA) (simbolo RC) y de un suelo orthic luvisols 
(FAD) (simbolo SB). Las muestras de suelo han sido tratadas con 
acetilacetona en benceno para disolver el hierro y aluminio 
amorfos orgánicos (AAB),acetilacetona en medio acuoso para di­
solver hierro y aluminio amorfos orgánicos y parte de materia 
argánica (AAA)(2) peróxido de hidrogeno para destruir materia 
argánica (PH) y con acetilacetona en medio acuoso para disol­
ver hierro y aluminio orgánicos amorfos en muestras en las que 
previamente se ha destruido la materia orgánica (PHAAA).
esultados y Discusión: Los cambios en el tipo de microestructura como 
consecuencia de la extracción de metales enlazados por radica­
les orgánicos a materia orgánica son mostrados en las microfoto 
grafías de MET en la fig.1 para el suelo RC y en la fig.2 para 
el suelo SB. La fig.1a muestra la microestructura del suelo no 
tratado (CN). Este tipo de estructura está clasificada como 
"Pusc?h" o floculenta. El tratamiento AAB conduce a un decremen 
to visible del tamaño de los poros (fig. 1b). Este tipo de es­
tructura se relaciona con la notable estructura abierta o de 
panal. Después del tratamiento AAA (fig. 1c) se observa una es 
tructura de dominio discreta. La destrucción de materia organi 
ca (PH) causa formación de la estructura de dominio turbostra 
tica (fig. 1d). El tratamiento PHAAA no conduce a cambios tan 
expresivos del tipo de estructura (fig. 1e).
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Cierta influencia de los metales enlazados por radicales orgáni 
eos en la agregación es perceptible a consecuencia de la libera 
ción de policationes de los complejos y del tipo C-P-MO (fig.lb) 
pero el gran papel en la formación de agregados de estructura 
abierta para este tipo de suelo lo juega la materia orgánica.
La fig.2a muestra la organización de las partículas de arcillas 
de una muestra no tratada de suelo SB. Este tipo de estructura 
se relaciona con la estructura de panal. El tratamiento AAB 
lleva a un claro decrecimiento del tamaño del poro (fig.2b). 
Esta microfotografía muestra una agrupación de dominios en for 
ma de libro. El tratamiento AAA (fig.2c) no conduce a unos cam 
bios tan visibles en el tipo de estructura arcillosa en relación 
con la situación precedente. Esto significa que la liberación 
adicional de materia orgánica no provoca defloculación profunda 
La destrucción de materia orgánica (PH) es la causa de que 
localmente haya sido observada una estructura con dominio turbos 
tratico pero generalmente podemos clasificar esta situación co 
mo una estructura floculenta (fot.2d).Después del tratamiento 
PHAAA (fig.2e) se observa una estructura dispersa que se clasi 
fica como estructura turbostratica. Ello significa que parecen 
inportantes los policationes en la estructura abierta de agregado
Bibliografía:
1. Edwards, A.P. y Bremmer, J.M. 1987. Microagregates in soils 
J. Soil Sci., 34:105-112.
2. Giovannini, G. y Segui, P. 1976. Iron and aluminium as ce- 
menting substances of soil aggregates. J. Soil Sci., 27: 
140-153.
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ESTUDIO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE GaAs DOPADO CON Sn 
MEDIANTE IRRADIACION CON LASER PULSANTE DE RUBI
t i t AI • f/; í * M ¡ i * * A f 1 f ' tf H’ i l ' .
A. Vilá, A. Herms, A. Cornet, J.R. Morante, B. García-Carretero, 
J. Piqueras
Laboratori de Caracterització de Materials per la 
Microelectrónica. Dep. Física Aplicada i Electrónic. Univ. 
Barcelona. Diagonal, 645. Barcelona 08028.
Introducción:
Los tratamientos con láser pulsante, capaz de 
fundir la capa superficial y facilitar así la difusión de las 
impurezas hacia el interior del material, está confirmándose 
como una interesante y promotedora alternativa para el dopaje 
de semiconductores (1). Sin embargo, durante el proceso de 
fusión y posterior recristalización que tiene lugar durante el 
dopaje se puede perturbar la cristalini dad del substrato dando 
lugar a defectos que deterioran las carácter isti cas eléctricas 
del material.
Material y Métodos:
Este trabajo expone los resultados de un estudio 
por Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) y microanalisis 
por Microscopía de Transmisión y Barrido (STEM) de muestras 
tratadas con láser pulsante comaparando los dos casos de 
presencia y ausencia de capa dopante superficial. El doapante 
utilizado en nuestro caso ha diso Sn, que es un dopante tipo n 
muy atractivo en el caso de GaAs por se el elemento más ligero 
de los de la columna IV.
Resultados y D iscus ión^ ^as imágenes obtenidas se observa el substrato 
en perfectas condiciones de cristali ni dad en la superficie de 
las muestras en que no se habia depositado Sn (fig. 1). No se 
observan problemas en la recristalización sin capa de dopante 
(2). En cambio, en aquellas muestras con capa superficial de Sn 
sí se observan defectos cuya densidad varía según la cantidad 
de energía utilizada.
Si la energía es baja, 0,3 J/crrr, aparece cerca de la superficie 
una zona con defectos más o menos del espesor de la caDa  
fundida. Aparte de los precipitados de Sn los p r i n c i p a l e s  
defectos hallados son twins y dislocaciones distribuidas en toda 
la profundidad de la zona hipotéticamente fundida.
Para las densidades de energía mayores (del orden a e 0,5 J/crn- ),
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la mencionada zona prácticamente desaparece, quedando sólo 
ligeros vestigios de ella muy localizados, que alcanzan un 
espesor de unos 1300 A (fig. 2). En nuestro campo de observación 
sólo se han hallado 2 con estos aglomerados, la cual da una baja 
densidad de los mismos.La explicación de estas diferencias puede 
basarse en el hecho de la localización de la fusión que tiene 
lugar por el tratamiento y en su rapidez. Cuando el espesor de 
la capa fundida es pequeño, la concentración de impurezas 
alcanzable en el liquido es grande, superando el limite de 
solubilidad en el equilibrio. En la solidificación se forman 
precipitados de la impureza, los cuales actúan como núcleo de 
dislocaciones y defectos. Ello se observa en imágenes de alta 
resolución de la muestra tratada con una densidad de energia 
menor (fig. 1). En cambio, en la muestra irradiada con una mayor 
densidad de energia, la cristalini dad es mejor en toda la zona 
tratada, ya que al haberse fundido más volumen la concentración 
de impurezas alcanzada es mucho menor, no formando apenas 
preci pi tados que or i g i nen defectos .El análisis por mi croan ál i si s 
EDS (Energy Dispersive Spectrometry of X-ray) indica que los 
precipitados hallados son de estaño, no habiéndose hallado 
señales que sugieran la formación de óxidos de los componentes 
del semiconductor.
Bibliografía:
1. B.J. Garcia, J. Martinez, J. Piqueras, J.L. Castaño, A.
Muñoz-Yagüe.
Appl. Phys. A 4 6, 191 (1988)
2. J.A. Golovchenko, T.N.C. Venkatesan.
Appl. Phys. Lett. 32, 147 (1978)
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COMPOSITION PARTICLE-SIZE RELATIONSHIP IN ATMOSPHERIC 
AEROSOL SAMPLES
C .Xaus1, J.M. Tura2, A.Traveria3, E.Casassas1 and F. 
García1
Institut d'Estudis Catalans, Carme 47. 08001-
Barcelona. 2 Lab.Téc.Fís.Anal., ITQT, CSIC. Barcelona. 
3Inst.Jaume Almera, CSIC. Barcelona.
[ntroduction. The aim of this work is the scanning electrón mi- 
:roscopy with x-ray analysis (SEM-EDX) morphological and micro- 
malytical characterization of atmospheric aerosols in a heavy- 
:raffic suburban area. Aerosols are sampled in a Cascade impac- 
:or, during a full week. For each size-fraction a semiquantita- 
:ive analysis of the more characteristic elements is performed.
 ̂synthetic atmospheric aerosol is used as reference material.
aterial and methods. The collection point was placed in the Montéa­
la relay area by the Barcelona-France motorway. Sampling was 
lerformed during a week, with daily periodicity. A Sierra-Misco 
iigh-volume sampler with a five-stage Cascade impactor was used. 
'he aerosol samples were collected in fractions according the 
article size on the different stages of the impactor and on a 
'ackup cellulose-ester absolute filter. At the flow rate used 
he cut-off valúes for the particle size collected in each stage 
as: 6.4, 3.1, 1.7, 0.8 and 0.39 /xm. Sampling time was 24 h and 
he daily air volume aspired was 2.000 nr aproximately.
usuits and discussion. Figures 1 and 2 show the partióles collected 
n first stage (over 6.4 and fifth stage (between 0.39 and
.8 /im) respectivelly. Elemental composition of the samples was 
tudied by EDX; Al, Si, S, Cl, K, Ca and Fe were detected in all 
ampies analyzed and Pb was only found in the fifth filter, 
hich corresponds to the lowest particle size. Through the use 
f a synthetic reference sample of atmospheric aerosol (a solid 
ixture of Si02, A1203, FeCl3, PbCl2, CaO and K2SOJ used for
alibrating the EDX signal, the semiquantitative analysis of 
11 these elements was perfomed. Tridimensional diagrams were 
uilt in order to characterize the elemental concentration va- 
iation in every stage during the week studied.
narrow ’relationship between particle size and Chemical ele- 
ental composition has been found. The largest partióles (over
301
6,4 ¿¿m) show a large amount of Si, Ca and Al; this means a na­
tural source. The smallest partióles (between 0,39 and 0,8 ^m) 
show a larger S concentration, which is a characteristic feature 
of an anthropogenic pollution. It must be remarked that Pb was 
only detected at partióles of this last stage.
Moreover, a Pb concentration increase has been observed during 
the week-end, when a more intense activity in traffic occurs. Á 
máximum was observed on Sunday, meanwhile the minimal valúes ap- 
peared on Tuesday and Wednesday, precisely during the lowest 
traffic density period.
This research is a part of a project which has been financed by 
CICYT of the Spanish Government and by the Institut d'Estudis 
Catalans in Barcelona.
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